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Résumé 
La chaîne invariante (Ii ; CD74) est une protéine membranaire de type II qui joue un 
rôle majeur dans la présentation antigénique. Dans le réticulum endoplasmique (RE), Ii 
favorise l’assemblage du CMH II et prévient la liaison indésirable de polypeptides. Grâce à 
son motif di-leucine, la chaîne invariante cible le CMH II dans les endosomes. Une fois 
dans ces compartiments acides, Ii est dégradé, permettant la liaison de peptides de forte 
affinité qui seront ensuite présentés aux cellules T CD4+. Chez les souris déficientes en Ii 
murin (mIi), le CMH II présente une conformation non compacte typique des molécules 
vides ou liées faiblement à un peptide. Le transport du CMH II est aberrant ce qui conduit 
à une réduction de son expression en surface ainsi qu’à un défaut de présentation 
antigénique. De plus, Ii diversifie le répertoire de peptides et assure la sélection thymique 
des cellules T CD4+. Enfin, il a un rôle dans la maturation des cellules B et les souris 
déficientes en Ii présentent des nombres réduits de cellules B matures folliculaires (FO). 
L’isoforme mineure humaine p35 (Iip35) n’existe pas chez la souris et possède une 
extension cytoplasmique de 16 acides aminés contenant un motif R-x-R de rétention dans 
le RE. La sortie du RE est conditionnelle à la liaison du CMH II qui permet de masquer le 
motif de rétention. Iip35 agit comme dominant et impose la rétention aux autres 
isoformes d’Ii.   
Cependant, le rôle physiologique du motif R-x-R et, plus globalement, celui d’Iip35, 
demeurent nébuleux. Pour mieux cerner la fonction d’Iip35, nous avons généré des souris 
transgéniques (Tg) exprimant l’isoforme humaine Iip35 et avons analysé la conformation 
et le trafic du CMH II, la sélection thymique et la maturation des cellules B ainsi que la 
présentation antigénique.  
Nos résultats ont démontré qu’Iip35 favorise l’assemblage du CMH II dans le RE. Il 
induit également une conformation compacte du CMH II et augmente l’expression du 
CMH II en surface. De plus, Iip35 cible le CMH II dans les endosomes où un peptide de 
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forte affinité se lie dans la niche peptidique. Par ailleurs, Iip35 diversifie le répertoire de 
peptides et rétablit totalement la sélection des cellules T CD4+ ainsi que le niveau 
d’expression du TCR de ces dernières. Iip35 restaure également la présentation 
antigénique de l’ovalbumine dont la présentation requiert l’expression d’Ii. Par contre, 
Iip35 rétablit la présentation des superantigènes mais à un niveau moindre que celui des 
souris sauvages. Ensuite, Iip35 permet le rétablissement de la sélection des cellules iNKT 
démontrant qu’il assiste la présentation des lipides par les molécules CD1d. Enfin, les 
résultats ont démontré qu’Iip35 restaure le développement des cellules B matures 
folliculaires (FO) mais pas celui des cellules B de la zone marginale. Ceci suggère qu’Iip35 
est capable d’induire le développement des cellules FO sans stimulation préalable par le 
MIF (macrophage migration inhibitory factor). 
Ainsi, l’ensemble de ces résultats démontre qu’Iip35 est fonctionnel et assure la 
majorité des fonctions d’Ii. Cependant, Iip35 ne remplace pas mIi endogène concernant la 
maturation des cellules B MZ suggérant qu’il pourrait avoir un rôle de régulateur.  
 
 
 
Mots-clés : Iip35, CD74, chaîne invariante, présentation antigénique, CMH II, souris 
transgéniques, motif R-x-R, sélection thymique, développement des cellules B. 
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Abstract 
The invariant chain (Ii; CD74) is a type II membrane protein which plays a key role 
in antigen presentation as well as acting as a receptor for the cytokine MIF (macrophage 
migration inhibitory factor). In the endoplasmic reticulum (ER), Ii assists the folding of 
MHC II and prevents the loading of nascent polypeptides in the peptide-binding groove. 
Di-leucine-like motifs contained in the Ii cytoplasmic tail target the MHC II-Ii complexes in 
the endocytic pathway. Once in low pH-endosomes, Ii is degraded allowing the binding of 
a high affinity peptide which is then presented on cell surface to CD4+ T cells. In Ii 
deficient mice, MHC II displays a “floppy” conformation typical of empty molecules or is 
loosely bound with peptides. The transport is aberrant leading to decreased surface 
expression of MHC II and defective antigenic presentation. Also, the lack of Ii restricts the 
peptide repertoire and impairs thymic selection of CD4+ T cells. Moreover, Ii regulates B 
cells maturation and Ii deficient mice display reduced numbers of mature follicular B cells 
(FO). The human minor p35 isoform (Iip35) does not exist in mice and displays a 16 amino 
acids N-terminal cytoplasmic extension containing a di-arginine (R-x-R) motif causing ER 
retention and acting as dominant in heterotrimeric complexes with Iip33. Upon binding to 
MHC II, the retention motif is masked, which allows the complexes to egress from the ER.  
The physiological role of the R-x-R motif is poorly understood. To shed light on 
Iip35 function, we generated transgenic mice expressing Iip35 and analyzed the 
conformation and traffic of MHC II, the thymic selection and the development of B cells as 
well as the antigenic presentation.  
Our results showed that Iip35 generates an MHC II in the right conformation and 
increases MHC II surface expression. Also, Iip35 targets MHC II into endosomes where 
high affinity peptides bind to the groove. We also showed that Iip35 diversifies the 
peptide repertoire and fully restores thymic selection of CD4+ T cells as well as the TCR 
levels on these cells. Then, Iip35 ensures presentation of the Ii-dependent antigen 
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ovalbumin but does not totally rescue the presentation of superantigens. Interestingly, 
thymic selection of the iNKT cells is fully restored showing that Iip35 assists with lipids 
presentation by CD1d. Finally, Iip35 allows B cells to develope into FO B cells but does not 
support marginal zone (MZ) B cells maturation. This result suggests that MIF stimulation is 
not a prerequisite for FO B cells development. 
Altogether, these results showed that Iip35 is functional and has most of the CD74 
functions. However, it cannot replace the endogenous Ii regarding the MZ B cells 
maturation suggesting that Iip35 could have regulatory functions by modulating the 
development of some cells. 
 
 
 
Keywords: Iip35, CD74, antigenic presentation, MHC II, transgenic mice, R-x-R 
motif, thymic selection, B cells development. 
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 Chapitre 1. Revue de Littérature 
 
1.1. Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) tire son nom de son implication 
dans les rejets de greffes. Il a été découvert par Peter Gorer et George D. Snell (chez la 
souris)1, 2 et Jean Dausset (chez l’humain).3 Snell et Dausset ont tous deux reçu le prix 
Nobel de physiologie/médecine en 1980 pour leurs travaux. Les molécules du CMH sont 
des glycoprotéines essentielles pour la discrimination entre le soi et le non-soi. Ces 
molécules sont très conservées au sein des mammifères.4, 5 Il existe deux grandes familles 
parmi le CMH : le CMH de classe I (CMH I) et le CMH de classe II (CMH II) qui présentent 
des similitudes notamment au niveau de leur structure, leurs fonctions et leur 
organisation génomique.  
Chez l’humain, le locus du CMH est localisé sur le bras court du chromosome 6 et 
code pour les molécules appelées HLA (human leucotycte antigen)6 alors que chez la 
souris, il est situé sur le chromosome 17 et code pour les molécules H-2 (Figure 1-1).7, 8 
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&ŝŐƵƌĞϭͲϭ͗KƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶĚĞƐŐğŶĞƐĚƵD,ĐŚĞǌů͛ŚƵŵĂŝŶĞƚůĂƐŽƵƌŝƐ͘
>ĞƐŐğŶĞƐĚƵD,/ƐŽŶƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠƐĞŶƌŽƵŐĞĞƚĐĞƵǆĚƵD,//ĞŶũĂƵŶĞƐ͘>ĞƐŐğŶĞƐŝĚĞŶƚŝĨŝĠƐĞŶ
ǀĞƌƚĞƚǀŝŽůĞƚƐŽŶƚĚĞƐŐğŶĞƐĐŽĚĂŶƚĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐĂƐƐŽĐŝĠĞƐă ůĂƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞ͘ŚĞǌ
ů͛ŚƵŵĂŝŶĞƚůĂƐŽƵƌŝƐ͕ůĞD,/ĐŽŵƉŽƌƚĞƚƌŽŝƐŐğŶĞƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ͕,>Ͳ͕ͲĞƚͲƉŽƵƌůĞƐŚƵŵĂŝŶƐĞƚ
,ϮͲ<͕ͲĞƚʹ>ĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘/ůƐĐŽĚĞŶƚůĂĐŚĂŠŶĞůŽƵƌĚĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĚƵD,/ƚĂŶĚŝƐƋƵĞůĂβϮͲ
ŵŝĐƌŽŐůŽďůŝŶĞĞƐƚĐŽĚĠƉĂƌƵŶŐğŶĞƐŝƚƵĠƐƵƌƵŶĂƵƚƌĞĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞ͘>ĞƐŐğŶĞƐĞƚĚƵD,//
ĐŽĚĞŶƚ ůĞƐ ĐŚĂŠŶĞƐα Ğƚβ ĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐĞƚ ŶŽŶ ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ ĚƵD, //͘ >ĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ
ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐŚƵŵĂŝŶĞƐ ƐŽŶƚ,>ͲZ͕ ͲWĞƚͲYĞƚĐĞůůĞƐĚĞƐŽƵƌŝƐƐŽŶƚ,ϮͲĞƚʹ͘>ĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ
ŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐƐŽŶƚ,>ͲKĞƚͲDĐŚĞǌůĞƐŚƵŵĂŝŶƐĞƚ,ϮͲKĞƚͲD;ŽƵ,ϮͲDͿĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘dŝƌĠ
ĚĞϵ͘

ϭ͘ϭ͘ϭ͘ >ĞD,ĚĞĐůĂƐƐĞ/
>ĂĐƌŝƐƚĂůůŝƐĂƚŝŽŶĚƵD,/ĂƉĞƌŵŝƐĚ͛ĠůƵĐŝĚĞƌĞŶĚĠƚĂŝůůĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞĚƵĐŽŵƉůĞǆĞ͘/ů
ƐĞƉƌĠƐĞŶƚĞ ƐŽƵƐ ůĂ ĨŽƌŵĞĚ͛ƵŶŚĠƚĠƌŽĚŝŵğƌĞĐŽŵƉŽƐĠĚ͛ƵŶĞĐŚĂŠŶĞ ůŽƵƌĚĞĂƐƐŽĐŝĠĞĚĞ
ŵĂŶŝğƌĞ ŶŽŶ ĐŽǀĂůĞŶƚĞ ă ƵŶĞ ĐŚĂŠŶĞ ůĠŐğƌĞ͕ ůĂ βϮͲŵŝĐƌŽŐůŽďƵůŝŶĞ͘ ĞƚƚĞ ĚĞƌŶŝğƌĞ ĞƐƚ
ƐŽůƵďůĞ͕ ŶŽŶ ƉŽůǇŵŽƌƉŚŝƋƵĞ Ğƚ ĞƐƚ ĐŽĚĠĞ ă ů͛ĞǆƚĠƌŝĞƵƌ ĚƵ ůŽĐƵƐ ĚƵ D, ;ƐƵƌ ůĞ
ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞ ϭϱ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ Ğƚ ĚĞƵǆ ĐŚĞǌ ůĂ ƐŽƵƌŝƐͿ͘ϭϬ͕ ϭϭ >Ă ĐŚĂŠŶĞ ůŽƵƌĚĞ ĞƐƚ ƵŶĞ



ŐůǇĐŽƉƌŽƚĠŝŶĞ ĂŶĐƌĠĞ ĚĂŶƐ ůĂ ŵĞŵďƌĂŶĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ Ğƚ ƋƵŝ ĐŽŵƉŽƌƚĞ ƚƌŽŝƐ ĚŽŵĂŝŶĞƐ
ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ͕ αϭ͕ αϮ Ğƚ αϯ͕ ƐƵŝǀŝƐ Ě͛ƵŶ ĚŽŵĂŝŶĞ ƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ Ğƚ Ě͛ƵŶĞ ĐŽƵƌƚĞ
ƋƵĞƵĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ͘ϭϮ͕ϭϯ>ĞƐĚŽŵĂŝŶĞƐαϭĞƚαϮĨŽƌŵĞŶƚůĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞĐŽŵƉŽƐĠĞ
ĚĞĚĞƵǆŚĠůŝĐĞƐαĞƚĚ͛ƵŶƉůĂŶĐŚĞƌĨŽƌŵĠĚĞŚƵŝƚĨĞƵŝůůĞƚƐβ͘ϭϰ͕ϭϱ>͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞĂůŝĞƵĚĂŶƐ
ůĞƌĠƚŝĐƵůƵŵĞŶĚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ;ZͿŽƶƵŶƉĞƉƚŝĚĞĚ͛ĞŶǀŝƌŽŶŚƵŝƚŽƵŶĞƵĨĂĐŝĚĞƐĂŵŝŶĠƐĚĞ
ůŽŶŐǀĂƐĞůŝĞƌĚĂŶƐůĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞĚƵĐŽŵƉůĞǆĞ͘ϭϲ͕ϭϳ
>ĞD, / ĞƐƚ ĞǆƉƌŝŵĠƉĂƌ ƚŽƵƚĞƐ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐŶƵĐůĠĞƐŵĂŝƐ ůĞŶŝǀĞĂƵĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
ǀĂƌŝĞ ƐĞůŽŶ ůĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ ƚŝƐƐƵƐ͘ϭϴ͕ ϭϵ >͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĞƐƚ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚŵŽĚƵůĠĞ ĂƵ ŶŝǀĞĂƵ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶŶĞů͘ >͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚƵ D, / ĞƐƚ ŝŶĚƵŝƚĞ ă ůĂ ĨŽŝƐ ƉĂƌ ů͛/&Eαͬβ Ğƚ ů͛/&EγϮϬ͕ Ϯϭ
>͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶƉĞƵƚġƚƌĞĚŝƌĞĐƚĞŽƵǀŝĂů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚƵ//d;D,ĐůĂƐƐ//ƚƌĂŶƐĂĐƚŝǀĂƚŽƌͿ͘ϮϮͲϮϰ
ĂŶƐůĂƉůƵƉĂƌƚĚĞƐĞƐƉğĐĞƐ͕ůĂĐŚĂŠŶĞůŽƵƌĚĞĞƐƚĐŽĚĠĞƉĂƌƚƌŽŝƐŐğŶĞƐ;,>Ͳ͕Ͳ
ĞƚͲĐŚĞǌů͛ŚƵŵĂŝŶĞƚ,ϮͲ<͕ͲĞƚͲ>ĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐͿƋƵŝƐŽŶƚŚĂƵƚĞŵĞŶƚƉŽůǇŵŽƌƉŚŝƋƵĞƐĞƚ
ƋƵŝ ĐŽŶĚƵŝƐĞŶƚ ă ƵŶĞ ŐƌĂŶĚĞ ĚŝǀĞƌƐŝƚĠ ĚĞ ŶŝĐŚĞƐ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶƚ ĚĞƐ ƉĞƉƚŝĚĞƐ
ƵŶŝƋƵĞƐ͘ϮϱĞƌƚĂŝŶƐĂůůğůĞƐĚƵD,ƐŽŶƚ ůŝĠƐăĚĞƐƉĂƚŚŽůŽŐŝĞƐƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞƐŽƵĐŽŶĨğƌĞŶƚ
ƵŶƉŚĠŶŽƚǇƉĞƉůƵƐĚƌĂŵĂƚŝƋƵĞăůĂŵĂůĂĚŝĞ͘WĂƌĞǆĞŵƉůĞ͕ ů͛ĂůůğůĞ,>ͲϮϳĞƐƚĨŽƌƚĞŵĞŶƚ
ůŝĠ ă ůĂ ƐƉŽŶĚǇůĂƌƚŚƌŝƚĞ ĂŶŬǇůŽƐĂŶƚĞ͘Ϯϲ ĐŽŶƚƌĂƌŝŽ͕ ĐĞƚ ĂůůğůĞ ĂƵŶ ƌƀůĞ ƉƌŽƚĞĐƚĞƵƌ ĨĂĐĞ ă
ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƉĂƌůĞǀŝƌƵƐĚĞů͛ŚĠƉĂƚŝƚĞ͘ϮϳŝĞŶƐŽƵǀĞŶƚ͕ůĂŶĂƚƵƌĞĚĞĐĞůŝĞŶ͕ĞŶƚƌĞĐĞƌƚĂŝŶƐ
ĂůůğůĞƐĚƵD,ĞƚĚĞƐƉĂƚŚŽůŽŐŝĞƐ͕ĚĞŵĞƵƌĞŶĠďƵůĞƵƐĞ͘

ϭ͘ϭ͘Ϯ͘ >ĞD,ĚĞĐůĂƐƐĞ//
ϭ͘ϭ͘Ϯ͘ϭ͘ >ĞƐŐğŶĞƐĚƵD,ĚĞĐůĂƐƐĞ//
>Ğ ůŽĐƵƐ ĚƵ D, ĐŽŶƚŝĞŶƚ ƉůƵƐ ĚĞ ϮϬϬ ŐğŶĞƐ ĚŽŶƚ ĂƵŵŽŝŶƐ ϰϬ ĐŽĚĞŶƚ ƉŽƵƌ ůĞƐ
ĐŚĂŠŶĞƐαĞƚβƋƵŝĐŽŵƉŽƐĞŶƚůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ,>͘>ĞƐĂƵƚƌĞƐŐğŶĞƐŽŶƚŐĠŶĠƌĂůĞŵĞŶƚƵŶĞ
ĨŽŶĐƚŝŽŶ ůŝĠĞ ă ůĂ ƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞ͘ϰ WĂƌŵŝ ůĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ,>͕ ůĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ
ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐĐŽŵƉƌĞŶŶĞŶƚƚƌŽŝƐŝƐŽƚǇƉĞƐĐŚĞǌů͛ŚƵŵĂŝŶ͗,>ͲZ;ZͿ͕,>ͲW;WͿĞƚ,>ʹ
Y;YͿ͕ĞƚĚĞƵǆĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ,ϮͲ;ŽƵ/ͲͿĞƚ,ϮͲ;ŽƵ/ͲͿ;&ŝŐƵƌĞϭͲϮͿ͘ϰƌŝğǀĞŵĞŶƚ͕ĐĞƐ
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
ŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐĚƵD,//ƐŽŶƚĚĞƐŚĠƚĠƌŽĚŝŵğƌĞƐĐŽŵƉŽƐĠƐĚ͛ƵŶĞĐŚĂŠŶĞαĞƚĚ͛ƵŶĞ
ĐŚĂŠŶĞβ ůŝĠĞƐĚĞŵĂŶŝğƌĞŶŽŶĐŽǀĂůĞŶƚĞƉŽƵƌĨŽƌŵĞƌƵŶĞŶŝĐŚĞƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶĚĞ
ƉĞƉƚŝĚĞƐ͘>ĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐƐŽŶƚ,>ͲD;DͿĞƚ,>ͲK;KͿĐŚĞǌů͛ŚŽŵŵĞ͕
,ϮͲDĞƚ,ϮͲKĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͘Ϯϴ͕ϮϵŽŶƚƌĂŝƌĞŵĞŶƚĂƵǆŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ͕ĞůůĞƐŽŶƚƵŶĞ
ŶŝĐŚĞ ƉůƵƐ ƌĞƐƐĞƌƌĠĞ ƋƵŝ ŶĞ ƉĞƵƚ ƉĂƐ ůŝĞƌ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ͘ >ĞƵƌ ƌƀůĞ ĞƐƚ ĚĞ ƌĠŐƵůĞƌ ůĂ
ƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞĞŶŵŽĚƵůĂŶƚ ůĂůŝĂŝƐŽŶĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐƐƵƌůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ
;&ŝŐƵƌĞϭͲϮͿ͘

&ŝŐƵƌĞϭͲϮ͗^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĚƵD,//ĐŚĞǌů͛ŚƵŵĂŝŶ͘
ŚĞǌ ů͛ŚƵŵĂŝŶ͕ ůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐĚƵD, // ƐŽŶƚ,>ͲZ͕ ͲWĞƚʹY ;ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠƐ ƐƵƌ ůĂ
ĨŝŐƵƌĞƉĂƌ,>ͲZͿ͘ĞƐŽŶƚĚĞƐŚĠƚĠƌŽĚŝŵğƌĞƐĐŽŵƉŽƐĠƐĚĞƐĐŚĂŠŶĞƐαĞƚβĚŽŶƚů͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶŶŽŶ
ĐŽǀĂůĞŶƚĞ ĨŽƌŵĞƵŶĞŶŝĐŚĞƋƵŝƉĞƌŵĞƚ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͘>ĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ,>Ͳ
D Ğƚ ,>ͲK ƐŽŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ĚŝŵğƌĞƐ ĨŽƌŵĠƐ Ě͛ƵŶĞ ĐŚĂŠŶĞ α Ğƚ Ě͛ƵŶĞ ĐŚĂŠŶĞ β ŵĂŝƐ͕
ĐŽŶƚƌĂŝƌĞŵĞŶƚĂƵǆŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ͕ŶĞƉĞƵǀĞŶƚƉĂƐůŝĞƌĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͘ůůĞƐŵŽĚƵůĞŶƚůĂůŝĂŝƐŽŶ
ĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ ƐƵƌ ůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ͘ŚĞǌ ůĂ ƐŽƵƌŝƐ ůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĐůĂƐƐŝƋƵĞƐĚƵD,// ƐŽŶƚ
,ϮͲĞƚ,ϮͲĞƚůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐƐŽŶƚ,ϮͲDĞƚ,ϮͲK͘DŽĚŝĨŝĠĚĞϯϬ͘

ŶƉůƵƐĚ͛ġƚƌĞƉŽůǇŐĠŶŝƋƵĞƐ͕ůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ,>ƐŽŶƚĞǆƚƌġŵĞŵĞŶƚƉŽůǇŵŽƌƉŚŝƋƵĞƐ
ĞƚůĂĐŚĂŠŶĞβĞƐƚŐĠŶĠƌĂůĞŵĞŶƚƉůƵƐǀĂƌŝĂďůĞƋƵĞůĂĐŚĂŠŶĞα͘ϯϭ͕ϯϮĞƉŽůǇŵŽƌƉŚŝƐŵĞĞƐƚ
ƐƵƌƚŽƵƚĐŽŶĐĞŶƚƌĠĚĂŶƐůĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞĂĨŝŶĚĞƉŽƵǀŽŝƌůŝĞƌůĂƉůƵƐŐƌĂŶĚĞĚŝǀĞƌƐŝƚĠĚĞ
ƉĞƉƚŝĚĞƐ ƉŽƐƐŝďůĞ ĚĂŶƐ ůĞ ďƵƚ ĚĞ ůƵƚƚĞƌ ĐŽŶƚƌĞ ƵŶ ŵĂǆŝŵƵŵ ĚĞ ƉĂƚŚŽŐğŶĞƐ͘ϯϯ >ĞƐ



ŵŽůĠĐƵůĞƐŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ͕ĞůůĞƐ͕ƐŽŶƚƉƌĂƚŝƋƵĞŵĞŶƚ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞƐ͘ϯϯ>ĞƐĐŚĂŠŶĞƐαĞƚβƐŽŶƚ
ĐŽĚĠĞƐƉĂƌĚĞƐŐğŶĞƐƐĠƉĂƌĠƐƋƵŝƉĞƵǀĞŶƚĂǀŽŝƌĚĞƐĚƵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐ ;Đ͛ĞƐƚ ůĞ
ĐĂƐĚĞZβŽƵĚĞƚǇƉĞƉƐĞƵĚŽͲŐğŶĞƐŶŽŶĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůƐ͘ϲ>ĞŐğŶĞ,ϮͲDβĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ
ƉŽƐƐğĚĞĚĞƵǆŐğŶĞƐĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůƐ͘ϯϰ͕ϯϱ>ĂƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶŐĠŶĠƚŝƋƵĞ͕ĂƵƐĞŝŶĚƵD,//͕ƐĞ
ĨĂŝƚ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚ ĂƵŶŝǀĞĂƵĚĞͨƉŽŝŶƚƐ ĐŚĂƵĚƐͩϯϲ ĂĨŝŶĚ͛ĠǀŝƚĞƌĚĞƐ ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶƐĞŶƚƌĞ
ĐŚĂŠŶĞƐɲĞƚɴƋƵŝŶĞƐ͛ĂƉƉĂƌŝĞƌĂŝĞŶƚƉĂƐĞĨĨŝĐĂĐĞŵĞŶƚ͘ϯϲϯϳ>ĞD,//ĞƐƚĐƌƵĐŝĂůƉŽƵƌ ůĞ
ƐǇƐƚğŵĞŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞĞƚƐŽŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚŽŝƚġƚƌĞƚƌğƐĨŝŶĞŵĞŶƚƌĠŐƵůĠĞ͘

ϭ͘ϭ͘Ϯ͘Ϯ͘ >ĂƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĚĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵD,ĚĞĐůĂƐƐĞ//
>ĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ĚƵ D, //͕ ĐŽŶƚƌĂŝƌĞŵĞŶƚ ă ĐĞůůĞƐ ĚƵ D, /͕ ƐŽŶƚ ĞǆƉƌŝŵĠĞƐ ĚĞ
ŵĂŶŝğƌĞĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞƐĞƵůĞŵĞŶƚĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐƉƌĠƐĞŶƚĂƚƌŝĐĞƐĚ͛ĂŶƚŝŐğŶĞƐ;WͿϯϴƚĞůůĞƐ
ƋƵĞ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ͕ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ĚĞŶĚƌŝƚŝƋƵĞƐ ;Ϳ͕ ůĞƐ ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ Ğƚ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ
ĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞƐƚŚǇŵŝƋƵĞƐ;dͿ͘ĂŶƐĐĞƐĐĞůůƵůĞƐĂŝŶƐŝƋƵĞĚĂŶƐůĂŵĂũŽƌŝƚĠĚĞƐĂƵƚƌĞƐƚǇƉĞƐ
ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ͕ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĞƐƚŝŶĚƵŝƚĞƉĂƌů͛/&Eγ͘ϯϵ
>ĂƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĚĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐĞĨĂŝƚƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚĂƵŶŝǀĞĂƵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶŶĞůĞƚƐĞ
ĨĂŝƚĐŽŶũŽŝŶƚĞŵĞŶƚăĐĞůůĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐŶŽŶĐůĂƐƐŝƋƵĞƐKϰϬĞƚDϰϭĂŝŶƐŝƋƵĞůĂĐŚĂŠŶĞ
ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ͘ϰϮĞƚƚĞĚĞƌŶŝğƌĞĂƵŶƌƀůĞĚĞĐŚĂƉĞƌŽŶƉŽƵƌůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ,>ŵĂŝƐĞůůĞŶ͛ĞƐƚ
ƉĂƐĐŽĚĠĞƉĂƌůĞD,//ĞƚĂƵŶĞƐƚƌƵĐƚƵƌĞĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐ,>͘ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ƐŽŶ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĞƐƚƌĠŐƵůĠĞĚĞŵĂŶŝğƌĞƐŝŵŝůĂŝƌĞăĐĞůůĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĚƵD,//͘>ĞĐŽŶƚƌƀůĞ
ĚĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐĞĨĂŝƚŐƌąĐĞăƵŶĠůĠŵĞŶƚĚĞƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ͕ƚƌğƐĐŽŶƐĞƌǀĠ͕ƐŝƚƵĠĞŶĂŵŽŶƚĚƵ
ƐŝƚĞĚ͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ͘ĞŵŽĚƵůĞĐŽŶƚŝĞŶƚƋƵĂƚƌĞĠůĠŵĞŶƚƐĂƉƉĞůĠƐt;ŽƵ^
ŽƵ  ƐŽŝƚ tͬ^ͬͿ͕ yϭ͕ yϮ Ğƚ z ;&ŝŐƵƌĞ ϭͲϯͿ͘ ĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ůŝĂŶƚ ů͛E ŝŶƚĞƌĂŐŝƐƐĞŶƚ
ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞŵĞŶƚĂǀĞĐĐĞƐĚŽŵĂŝŶĞƐ͘ŝŶƐŝ͕ů͛ĠůĠŵĞŶƚzůŝĞůĞĨĂĐƚĞƵƌE&Ͳz;ŽƵ&ͿĐŽŵƉŽƐĠ
ĚĞƐ ƐŽƵƐͲƵŶŝƚĠƐ ͕  Ğƚ ͘ϰϯ >Ă ƌĠŐŝŽŶ yϭ Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞ ĂǀĞĐ ůĞ ĐŽŵƉůĞǆĞ Z&y ĨŽƌŵĠ ĚĞƐ
ƉƌŽƚĠŝŶĞƐZ&yͲͬZ&yE<͕Z&yWĞƚZ&yͲϱ͘ϰϰ >ĂƉƌŽƚĠŝŶĞZ ůŝĞ ůĂďŽŝƚĞyϮĞƚ ŝŶƚĞƌĂŐŝƚ
ĂǀĞĐZ&yƋƵŝůŝĞĂƵƐƐŝE&Ͳz͘ϰϱ͕ϰϲĞĐŽŵƉůĞǆĞĚĞƉƌŽƚĠŝŶĞƐĐŽŶƐƚŝƚƵĞůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽƐŽŵĞƋƵŝ
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

ĞƐƚŝŶĂĐƚŝĨĞŶĂďƐĞŶĐĞĚƵ//d;ĂƵƐƐŝĂƉƉĞůĠϮdĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐͿ͘>Ğ//dŶĞůŝĞƉĂƐů͛E
ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚŵĂŝƐƐ͛ĂƐƐŽĐŝĞĂǀĞĐůĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐƋƵŝĨŽƌŵĞŶƚůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽƐŽŵĞĐĞƋƵŝŝŶĚƵŝƚ
ů͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ;&ŝŐƵƌĞϭͲϯͿ͘ϰϳ͕ϰϴ

&ŝŐƵƌĞϭͲϯ͗>ĞĐŽŶƚƌƀůĞĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚƵD,//͘
>ĞƐ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐ ĚĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ͕ ŶŽŶ ĐůĂƐƐŝƋƵĞƐ Ğƚ ĚĞ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƐŽŶƚ ƚƌğƐ
ĐŽŶƐĞƌǀĠƐĞƚƉŽƐƐğĚĞŶƚƵŶŵŽĚƵůĞƌĠŐƵůĂƚĞƵƌĞŶĂŵŽŶƚĚƵƉƌŽŵŽƚĞƵƌ͘ĞŵŽĚƵůĞĐŽŶƚŝĞŶƚƋƵĂƚƌĞ
ĠůĠŵĞŶƚƐ ͗ tͬ^͕ yϭ͕ yϮ Ğƚ z ƐƵƌ ůĞƐƋƵĞůƐ ǀŝĞŶŶĞŶƚ ƐĞ ĨŝǆĞƌ ĚĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ůŝĂŶƚ ů͛E ƋƵŝ ƐŽŶƚ
ĞǆƉƌŝŵĠĞƐ ĚĞŵĂŶŝğƌĞ ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞƐ͘ >Ğ ĐŽŵƉůĞǆĞ Z&y ůŝĞ ů͛ĠůĠŵĞŶƚ yϭ͕ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ Z ůŝĞ yϮ
ĂůŽƌƐ ƋƵĞ ů͛ŚĠƚĠƌŽƚƌŝŵğƌĞ E&Ͳz ůŝĞ ůĂ ďŽŝƚĞ z͘ Ğ ŐƌŽƐ ĐŽŵƉůĞǆĞ ĚĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ĨŽƌŵĞ ůĞ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽƐŽŵĞ ĂƵƋƵĞů ǀŝĞŶƚ Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞƌ ůĞ ƚƌĂŶƐĂĐƚŝǀĂƚĞƵƌ //d ĚŽŶƚ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĞƐƚ ƚƌğƐ
ĐŽŶƚƌƀůĠĞ͘>ĂůŝĂŝƐŽŶĚƵ//dƐƵƌůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽƐŽŵĞŝŶĚƵŝƚů͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚĞƐŐğŶĞƐ
ĚƵD,//͘ĚĂƉƚĠĚĞϰϵĞƚϱϬ͘

ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ůĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ĚƵ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽƐŽŵĞ ƐŽŶƚ ĞǆƉƌŝŵĠĞƐ ĚĞ ŵĂŶŝğƌĞ
ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞĞƚŶĞƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚĚŽŶĐƉĂƐ ůĞĐŽŶƚƌƀůĞƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵD,//͘
ĞƚƚĞƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠĞƐƚĚƵĞĂƵ//d͘ϱϭ>ĞƐƉĞĐƚƌĞĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ//dĞƐƚƐŝŵŝůĂŝƌĞăĐĞůƵŝĚƵ
D,//͘ů͛ŝŶƐƚĂƌĚƵD,//͕ůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚƵ//dĞƐƚŝŶĚƵŝƚĞƉĂƌů͛/&Eγ͕ůĞ>W^ŽƵů͛/>Ͳϰ
ĞƚĞƐƚƌĠƉƌŝŵĠĞƉĂƌů͛/&Eβ͕ů͛/>ͲϭϬŽƵůĞd'&β͘ϱϮ͕ϱϯ>͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚƵD,//ĚĂŶƐ
ĐĞƌƚĂŝŶƐƚǇƉĞƐĐĞůůƵůĂŝƌĞƐĂŝŶƐŝƋƵĞƐŽŶŝŶĚƵĐƚŝŽŶƉĂƌů͛/&EγĚĠƉĞŶĚĚŽŶĐĚĞů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶĚƵ
//d͘ϯϴ͕ϱϰ͕ϱϱ
>Ă ƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĞ ƚƌĂŶƐĂĐƚŝǀĂƚĞƵƌ ƐĞ ĨĂŝƚ ƐƵƌƚŽƵƚ ĂƵ ŶŝǀĞĂƵ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶŶĞů͘ >Ğ
ŐğŶĞƉŽƐƐğĚĞƋƵĂƚƌĞƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐ͗Ɖ/͕Ɖ//͕Ɖ/// ĞƚƉ/s͕ƉƌŽĚƵŝƐĂŶƚ ƚƌŽŝƐZEĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ͖ ůĞ



ƉƌŽŵŽƚĞƵƌƉ//ĂǇĂŶƚƵŶĞĨŽŶĐƚŝŽŶ ŝŶĐŽŶŶƵĞ͘ϱϲ /ůƐƐŽŶƚƚŽƵƐ ůĞƐƚƌŽŝƐ ŝŶĚƵĐƚŝďůĞƐă ů͛/&Eγϱϳ
ŵĂŝƐŽŶƚƵŶĞƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞ͘>ĞƐĠƚƵĚĞƐƐƵƌůĞƐƐŽƵƌŝƐĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐĞŶƵŶ͕
ŽƵƉůƵƐŝĞƵƌƐƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐŽŶƚƉĞƌŵŝƐĚĞĚĠĐƌǇƉƚĞƌůĂĨŽŶĐƚŝŽŶĚĞĐŚĂĐƵŶ͘ϱϰ͕ϱϱ>ĞƉƌŽŵŽƚĞƵƌ
Ɖ/ƉƌŽĚƵŝƚůĂŵĂũŽƌŝƚĠĚĞƐZEĚĂŶƐůĂŵĂũŽƌŝƚĠĚĞƐƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐĞƚƉĞƌŵĞƚ͕ăůƵŝƐĞƵů͕ƵŶĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌĂƚŝƋƵĞŵĞŶƚŶŽƌŵĂůĞĚƵD, //͘ϱϴ /ůĞƐƚƵŶƉĞƵƉůƵƐĞĨĨŝĐĂĐĞƋƵĞ ůĞƐĂƵƚƌĞƐ
ƉŽƵƌ ŝŶĚƵŝƌĞ ůĂ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ ĚĞZ͘ϱϵ >Ğ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌ Ɖ/s Ă ƵŶ ƌƀůĞ ĐůĠ ĚĂŶƐ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
ŝŶĚƵŝƚĞƉĂƌů͛/&EγŝĞŶƋƵĞůĞƐƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐƉ/ĞƚƉ///ƐŽŝĞŶƚĂƵƐƐŝŝŶĚƵĐƚŝďůĞƐ͕ů͛ĂďƐĞŶĐĞĚƵ
Ɖ/s ƉƌŽǀŽƋƵĞ ƵŶĞ ŝŶƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠ ă ů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ů͛/&Eγ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ŶŽŶ
ŚĠŵĂƚŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞƐ ĞƚƵŶĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ƋƵĂƐŝ ŶƵůůĞ ĚĂŶƐ ůĞƐ d͘ϯϴ͕ ϱϱYƵĂŶƚ ĂƵƉƌŽŵŽƚĞƵƌ
Ɖ///͕ŝůĞƐƚĐƌƵĐŝĂůƉŽƵƌů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵD,//ĚĂŶƐƚŽƵƚĞƐůĞƐƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐĚĞĐĞůůƵůĞƐ͕ŝŶ
ǀŝǀŽ͘ϱϰ>ŽƌƐĚĞůĂĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐĞŶƉůĂƐŵŽĐǇƚĞƐĞƚůŽƌƐĚĞůĂŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĞƐ
͕ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ//dĞƐƚƌĠƉƌŝŵĠĞǀŝĂůĞƉ///͘ϱϴĞƉƌŽŵŽƚĞƵƌĞƐƚĂƵƐƐŝƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞĚĞ
ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵD,//ĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐdĂĐƚŝǀĠĞƐŚƵŵĂŝŶĞƐĂůŽƌƐƋƵĞůĞƐĐĞůůƵůĞƐŵƵƌŝŶĞƐ
Ŷ͛ĞŶĞǆƉƌŝŵĞŶƚƉĂƐŽƵƚƌğƐƉĞƵ͘ϲϬ͕ϲϭ>͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵ//dƉĞƵƚĠŐĂůĞŵĞŶƚġƚƌĞĐŽŶƚƌƀůĠĞ
ĂƵŶŝǀĞĂƵĠƉŝŐĠŶĠƚŝƋƵĞ͘WĂƌĞǆĞŵƉůĞ͕ůĂŵĠƚŚǇůĂƚŝŽŶĚƵƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐƵƉƉƌŝŵĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
ĚƵ//d͘ϲϮĞƉůƵƐ͕ĚĞƐŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐƉŽƐƚͲƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐƉĞƵǀĞŶƚƌĠŐƵůĞƌƐŽŶĂĐƚŝǀŝƚĠ͘
>ĂƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƚŝŽŶƉĞƵƚĂƵŐŵĞŶƚĞƌŽƵƌĠĚƵŝƌĞƐĂĨŽŶĐƚŝŽŶ͕ϲϯ͕ϲϰĂůŽƌƐƋƵĞů͛ƵďŝƋƵŝƚŝŶĂƚŝŽŶ
ĂĐĐƌŽŝƚƐĂĐĂƉĂĐŝƚĠĚ͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ͘ϲϱ
>Ğ//dĞƐƚĚŽŶĐ ůĂƉŝğĐĞŵĂŝƚƌĞƐƐĞĚƵ ĐŽŶƚƌƀůĞĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚƵD, //Ğƚ ƐĂ
ƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ ĨŝŶĞ ƉĞƌŵĞƚ Ě͛ĂƐƐƵƌĞƌ ůĂ ŵĞŝůůĞƵƌĞ ƌĠƉŽŶƐĞ ƉŽƐƐŝďůĞ ĐŽŶƚƌĞ ůĞƐ ƉĂƚŚŽŐğŶĞƐ͘
/ŶǀĞƌƐĞŵĞŶƚ͕ ŝů ĞƐƚ ƵŶĞ ĐŝďůĞ ĚĞ ĐŚŽŝǆ ƵƚŝůŝƐĠĞ ƉĂƌ ĐĞƌƚĂŝŶƐ ŵŝĐƌŽͲŽƌŐĂŶŝƐŵĞƐ ƉŽƵƌ
ĐŽŶƚŽƵƌŶĞƌůĞƐǇƐƚğŵĞŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ͘ϲϲ͕ϲϳ

ϭ͘ϭ͘Ϯ͘ϯ͘ >ĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐĚƵD,//
>ĞD,//ĞƐƚƵŶŚĠƚĠƌŽĚŝŵğƌĞƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞĚĞƚǇƉĞ/ĐŽŵƉŽƐĠĚ͛ƵŶĞĐŚĂŠŶĞ
αĚĞϯϮŬĂĞƚĚ͛ƵŶĞĐŚĂŠŶĞβĚĞϮϵŬĂƋƵŝƐŽŶƚůŝĠĞƐĚĞŵĂŶŝğƌĞŶŽŶĐŽǀĂůĞŶƚĞ͘ŚĂƋƵĞ




ĐŚĂŠŶĞƉŽƐƐğĚĞƋƵĂƚƌĞĚŽŵĂŝŶĞƐĐŽĚĠƐƉĂƌĚĞƐĞǆŽŶƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ͘ϲϴ /ůǇĂĚĞƵǆĚŽŵĂŝŶĞƐ
ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ ;αϭ͕ αϮ ƉŽƵƌ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ α ͖ βϭ Ğƚ βϮ ƉŽƵƌ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ βͿ͕ ƵŶĞ ƌĠŐŝŽŶ
ƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞĞƚƵŶĞƋƵĞƵĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ͘ϲϵ>ĞƐĚŽŵĂŝŶĞƐαϭĞƚβϭĨŽƌŵĞŶƚůĂŶŝĐŚĞ
ƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞ;&ŝŐƵƌĞϭͲϰͿ͘

&ŝŐƵƌĞϭͲϰ͗^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚƵD,ĚĞĐůĂƐƐĞ//͘
>ĞD,//ĞƐƚĨŽƌŵĠĚĞƐĐŚĂŠŶĞƐαĞƚβůŝĠĞƐŶŽŶĐŽǀĂůĞŵŵĞŶƚ͘>ĞƐĚŽŵĂŝŶĞƐĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐαϭĞƚ
βϭĨŽƌŵĞŶƚůĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞ͘>ĞƐĚĞƵǆĐŚĂŠŶĞƐƐŽŶƚĂŶĐƌĠĞƐĚĂŶƐůĂŵĞŵďƌĂŶĞ͘

>ĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞĞƐƚĐŽŵƉŽƐĠĞĚĞĚĞƵǆŚĠůŝĐĞƐαĞŶƚŽƵƌĂŶƚƵŶƉůĂŶĐŚĞƌĚĞŚƵŝƚ
ĨĞƵŝůůĞƚƐβĂŶƚŝͲƉĂƌĂůůğůĞƐĨŽƌŵĂŶƚƵŶĞͨĨĞŶƚĞͩĚĂŶƐůĂƋƵĞůůĞǀŝĞŶƚƐĞůŽŐĞƌůĞƉĞƉƚŝĚĞ͘>Ă
ŶŝĐŚĞ͕ŽƵǀĞƌƚĞĂƵǆũŽŶĐƚŝŽŶƐαĞƚβƉĞƌŵĞƚĚ͛ĂĐĐŽŵŵŽĚĞƌĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞϭϯăϭϴĂĐŝĚĞƐ
ĂŵŝŶĠƐĚĞůŽŶŐ͘ϳϬ
>Ă ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ƚƌŝĚŝŵĞŶƐŝŽŶŶĞůůĞ ĚĞƐ ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ƉĞƉƚŝĚĞͲD, // ;ƉD, //Ϳ Ă ĠƚĠ
ĠůƵĐŝĚĠĞŐƌąĐĞ͕ĞŶƚƌĞĂƵƚƌĞƐ͕ăĚĞƐĐŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶƐĨƵƐŝŽŶŶĂŶƚůĞƉĞƉƚŝĚĞĞƚůĞD,//ĞŶƵŶĞ



ƐĞƵůĞĐŚĂŠŶĞ͘ŝŶƐŝ͕ůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐŚƵŵĂŝŶĞƐ,>ͲZϭ͕ϳϭ͕ϳϮ,>ͲZϯĞƚʹZϰ͕ϳϯ͕ϳϰĂŝŶƐŝƋƵĞ
ůĞƐĐŚĂŠŶĞƐŵƵƌŝŶĞƐ/ͲŬ͕/ͲĚ͕/ͲŐϳĞƚ/ͲŬϳϱ͕ϳϲŽŶƚĠƚĠĐƌŝƐƚĂůůŝƐĠĞƐĞƚŽŶƚƉĞƌŵŝƐĚĞƌĠǀĠůĞƌ
ůĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞůĂŶŝĐŚĞĞƚĚĞƐŽŶƉĞƉƚŝĚĞůŝĠ͘WŽƵƌĐŽŵƉƌĞŶĚƌĞůĞŵĠĐĂŶŝƐŵĞĚĞůŝĂŝƐŽŶ͕ŝů
ĨĂƵƚ ƐĂǀŽŝƌ ƋƵĞ ůĞƐ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ƐŽŶƚ ĨŽƌŵĠƐ Ě͛ƵŶĞ ĐŚĂŠŶĞ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞ͕ ůĞ ƐƋƵĞůĞƚƚĞ͖ Ğƚ ĚĞ
ĐŚĂŠŶĞƐ ůĂƚĠƌĂůĞƐ ƋƵŝ ƐŽŶƚ ĚĞƐ ƌĠƐŝĚƵƐ ƉůĂĐĠƐ ĚĞ ƉĂƌƚ Ğƚ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĚƵ ƐƋƵĞůĞƚƚĞ͘ >Ă ŶŝĐŚĞ
ƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞ͕ƋƵĂŶƚăĞůůĞ͕ƉƌĠƐĞŶƚĞ͕ƐƵƌƚŽƵƚĞůĂůŽŶŐƵĞƵƌĚĞůĂĨĞŶƚĞ͕ĚĞƐĐĂǀŝƚĠƐĂƉƉĞůĠĞƐ
ůĞƐͨƉŽĐŚĞƐͩ;&ŝŐƵƌĞϭͲϱͿ͘

&ŝŐƵƌĞϭͲϱ͗>ĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞƚƌŝĚŝŵĞŶƐŝŽŶŶĞůůĞĚĞůĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚĞ͘
>ĂŶŝĐŚĞƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞĞƐƚĐŽŵƉŽƐĠĞĚĞĚĞƵǆŚĠůŝĐĞƐαĞŶƚŽƵƌĂŶƚƵŶƉůĂŶĐŚĞƌĚĞŚƵŝƚĨĞƵŝůůĞƚƐβĂŶƚŝͲ
ƉĂƌĂůůğůĞƐĞƚĞůůĞƉĞƌŵĞƚĚ͛ĂĐĐŽŵŵŽĚĞƌĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞϭϯăϭϴƌĠƐŝĚƵƐ͘ŶǀĞƌƚƐŽŶƚŝĚĞŶƚŝĨŝĠƐůĞƐ
ƌĠƐŝĚƵƐ ĚƵ ƉĞƉƚŝĚĞ ĞŶ ĐŽŶƚĂĐƚ ĂǀĞĐ ůĞ D, // ĂƵ ŶŝǀĞĂƵ ĚĞƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂƵǆ ƉŽŝŶƚƐ Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞƐ͘ >ĞƐ
ƌĠƐŝĚƵƐĚƵD,//ƋƵŝĨŽƌŵĞŶƚĚĞƐƉŽŶƚƐŚǇĚƌŽŐğŶĞƐƐŽŶƚŶƵŵĠƌŽƚĠƐ͘>ĞƐŶƵŵĠƌŽƐƐŽŶƚƉƌĠĐĠĚĠƐ
ĚĞƐůĞƚƚƌĞƐαŽƵβŝŶĚŝƋƵĂŶƚƋƵ͛ŝůƐƐŽŶƚƐŝƚƵĠƐƐƵƌůĂĐŚĂŠŶĞαŽƵβƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞŵĞŶƚ͘DŽĚŝĨŝĠĚĞϳϳ͘

ĞƐƉŽŶƚƐŚǇĚƌŽŐğŶĞƐƐŽŶƚĨŽƌŵĠƐĞŶƚƌĞůĞƐƋƵĞůĞƚƚĞĚƵƉĞƉƚŝĚĞĞƚĚĞƐƌĠƐŝĚƵƐĚƵ
D, // ƋƵŝ ƐŽŶƚ ƚƌğƐ ĐŽŶƐĞƌǀĠƐ͕ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ĂŝŶƐŝ ůĂ ƐƚĂďŝůŝƐĂƚŝŽŶ ĚƵ ĐŽŵƉůĞǆĞ͘ϳϴ ĞƚƚĞ
ĐŽŶŶĞǆŝŽŶ ĞƐƚ ŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞ ĚĞƐ ĐŚĂŠŶĞƐ ůĂƚĠƌĂůĞƐ ĚƵ ƉĞƉƚŝĚĞ Ğƚ ƉĞƌŵĞƚ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ĚĞ
Ŷ͛ŝŵƉŽƌƚĞ ƋƵĞů ƉĞƉƚŝĚĞ ĂǇĂŶƚƵŶĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚƵ ƐƋƵĞůĞƚƚĞ ĂĚĠƋƵĂƚĞ͘ ŶƐƵŝƚĞ͕ ůĞƐ ĐŚĂŠŶĞƐ
ůĂƚĠƌĂůĞƐ ĚƵ ƉĞƉƚŝĚĞ ƐŽŶƚ ĂĐĐŽŵŵŽĚĠĞƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ƉŽĐŚĞƐ ƚŽƵƚ ĂƵ ůŽŶŐ ĚĞ ůĂ ŶŝĐŚĞ
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peptidique du CMH II.79 La majorité des peptides retrouvés dans la niche ont des résidus 
conservés à des positions particulières car certaines poches sont très restrictives quant à 
la séquence qu’elles lient et sont caractéristiques des différents isotypes. Ce sont les 
points d’ancrage primaires des chaînes latérales. Les autres poches n’ont pas de 
préférence aussi stricte pour la liaison mais modulent l’affinité des complexes pCMH II. Ce 
sont les points d’ancrage secondaires.80, 81 La liaison du peptide au CMH II aboutit à une 
structure compacte qui place le peptide au centre de la surface de liaison du TCR 
(récepteur des cellules T). Ainsi, le TCR est orienté en diagonale sur la surface du pCMH II. 
Les six régions CDR (complementary determining region) du TCR font des contacts avec le 
peptide et le CMH II.82, 83 La liaison du TCR sur le pCMH II est très conservée même s’il y a 
des ajustements et de la flexibilité pour permettre une liaison TCR/pCMH II optimale et 
initier la signalisation.84, 85 
 
1.2. La présentation antigénique 
1.2.1. La présentation par le CMH de classe I 
Les molécules du CMH I présentent principalement des antigènes cytosoliques aux 
cellules T CD8+. 
Les peptides présentés par le CMH I proviennent de la dégradation de protéines par le 
protéasome. Ils peuvent être issus de protéines en fin de vie mais aussi de protéines non 
fonctionnelles (DRiPs, defective ribosomal products) résultant d’une mauvaise 
transcription ou traduction d’un cadre de lecture alternatif ou encore d’un échec de 
l’assemblage de grosses protéines.86, 87 Ces protéines sont dégradées immédiatement 
après traduction afin d’éviter la formation d’agrégats.88 La protéolyse peut se faire de 
deux manières : par la dégradation par le protéasome ou par autophagie. Le protéasome 
26S génère des peptides d’une longueur de 4 à 15 résidus qui doivent ensuite subir un 
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ĐůŝǀĂŐĞ ĨŝŶĂů ă ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ĂŵŝŶŽͲƚĞƌŵŝŶĂůĞ͘ϴϵͲϵϭ ĂŶƐ ůĞƐ W ŝŶĚƵŝƚĞƐ ƉĂƌ ů͛/&Eγ͕ ůĞ
ƉƌŽƚĠĂƐŽŵĞ ͨĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝĨͩ ĞƐƚ ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĠ ĞŶ ͨŝŵŵƵŶŽƉƌŽƚĠĂƐŽŵĞ͕ͩ ƉůƵƐ ĂĐƚŝĨ ƉŽƵƌ
ƉƌĠǀĞŶŝƌ ůĂĨŽƌŵĂƚŝŽŶĚ͛ĂŐƌĠŐĂƚƐŶĠĨĂƐƚĞƐƉŽƵƌ ůĂǀŝĂďŝůŝƚĠĐĞůůƵůĂŝƌĞ͘ϵϮͲϵϰ>͛ĂƵƚŽƉŚĂŐŝĞĞƐƚ
ƵŶ ĂƵƚƌĞ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ĚĞ ĐĂƚĂďŽůŝƐĞƌ ĚĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ͘ ĞƐ ƉĂƌƚŝĞƐ ĚĞ ĐǇƚŽƐŽůƐ͕
ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ ůĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ă ĠůŝŵŝŶĞƌ͕ ƐŽŶƚ ĞŵƉƌŝƐŽŶŶĠĞƐ ĚĂŶƐ ĚĞƐ ŐƌŽƐƐĞƐ ǀĂĐƵŽůĞƐ͗ ůĞƐ
ĂƵƚŽƉŚĂŐŽƐŽŵĞƐ͘ /ůƐ ĨƵƐŝŽŶŶĞŶƚ ĞŶƐƵŝƚĞ ĂǀĞĐ ůĞƐ ůǇƐŽƐŽŵĞƐ ƉŽƵƌ ĨŽƌŵĞƌ ĚĞƐ
ƉŚĂŐŽůǇƐŽƐŽŵĞƐĐĂƉĂďůĞƐĚĞĚŝŐĠƌĞƌůĞĐŽŶƚĞŶƵĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞƐĠƋƵĞƐƚƌĠ͘ϵϱ͕ϵϲ>͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ
ĚĞů͛ĂƵƚŽƉŚĂŐŝĞƉĞƵƚĂĐĐƌŽŝƚƌĞůĂƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞƉĂƌůĞD,/ĞƚĂŝŶƐŝĂƵŐŵĞŶƚĞƌ
ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐdϴн͕ĐŽŵŵĞĐ͛ĞƐƚůĞĐĂƐĚĂŶƐůĞƐŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐŝŶĨĞĐƚĠƐƉĂƌůĞ
ǀŝƌƵƐĚĞů͛,ĞƌƉğƐƐŝŵƉůĞǆ͘ϵϳ
>ĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐŐĠŶĠƌĠƐĚĂŶƐůĞĐǇƚŽƉůĂƐŵĞĚŽŝǀĞŶƚĞŶƐƵŝƚĞġƚƌĞƌĞůŽĐĂůŝƐĠƐĚĂŶƐůĞZ
Žƶ ĂƵƌĂ ůŝĞƵ ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ ĂǀĞĐ ůĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ĚƵ D, /͘ ĞƚƚĞ ƚąĐŚĞ ŝŶĐŽŵďĞ ĂƵ
ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƵƌdWƋƵŝƉŽŵƉĞĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞϴăϭϲƌĠƐŝĚƵƐ͕ĚƵĐǇƚŽƐŽůǀĞƌƐůĞZ͘ϵϴ͕ϵϵ>ĞƐ
ƉĞƉƚŝĚĞƐƐƵďŝƐƐĞŶƚĂůŽƌƐƵŶƵůƚŝŵĞĐůŝǀĂŐĞĞĨĨĞĐƚƵĠƉĂƌĚĞƐĂŵŝŶŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞƐ;ZWϭĞƚϮ
ĐŚĞǌů͛ŚŽŵŵĞĞƚZWĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐͿ͘ϭϬϬͲϭϬϮŶĂďƐĞŶĐĞĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ůĞƐĐŚĂŠŶĞƐůŽƵƌĚĞƐ
ĚƵD,/ƐŽŶƚƐƚĂďŝůŝƐĠĞƐƉĂƌůĂĐĂůŶĞǆŝŶĞƋƵŝĨĂǀŽƌŝƐĞůĞƌĞƉůŝĞŵĞŶƚĚĞƐŐůǇĐŽƉƌŽƚĠŝŶĞƐ͘ϭϬϯ
>ŽƌƐĚĞ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶă ůĂĐŚĂŠŶĞ ůĠŐğƌĞβϮͲŵŝĐƌŽŐůŽďƵůŝŶĞ͕ ůĂĐĂůŶĞǆŝŶĞĞƐƚ ƌĞŵƉůĂĐĠĞƉĂƌ ůĂ
ĐĂůƌĞƚŝĐƵůŝŶĞ Ğƚ ůĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ZƉϱϳ Ğƚ W/͘ϭϬϰͲϭϬϲ Ğ ĐŽŵƉůĞǆĞ ƐĞ ůŝĞ ĞŶƐƵŝƚĞ ă ůĂ ƉŽŵƉĞ
dW ǀŝĂ ůĂ ƚĂƉĂƐŝŶĞ͘ϭϬϳ Ğ ŵƵůƚŝͲĐŽŵƉůĞǆĞ ĞƐƚ ĂƉƉĞůĠ ůĞĐŽŵƉůĞǆĞ ĚĞ ĐŚĂƌŐĞŵĞŶƚ ĚĞ
ƉĞƉƚŝĚĞ;W>͕ƉĞƉƚŝĚĞůŽĂĚŝŶŐĐŽŵƉůĞǆͿ͘ϭϬϴ>ĞW>Ɛ͛ĂƐƐƵƌĞĚĞůĂďŽŶŶĞůŝĂŝƐŽŶĚƵƉĞƉƚŝĚĞ
ƐƵƌůĞD,/͘ĞƚƚĞůŝĂŝƐŽŶǀĂŝŶĚƵŝƌĞƵŶĞĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐƚĂďůĞĚƵĐŽŵƉůĞǆĞĞƚƉĞƌŵĞƚƚƌĞůĞ
ƌĞůąĐŚĞŵĞŶƚĚĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐĐŚĂƉĞƌŽŶƐ͘>ĞƐĐŽŵƉůĞǆĞƐŵŝŐƌĞŶƚĞŶƐƵŝƚĞŚŽƌƐĚƵZǀĞƌƐ ůĂ
ƐƵƌĨĂĐĞĂĨŝŶĚĞƉƌĠƐĞŶƚĞƌ ůĞƉĞƉƚŝĚĞĂƵǆĐĞůůƵůĞƐdϴн͘ϭϬϵ>ĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐƉƌĠƐĞŶƚĠƐƉĂƌůĞ
D, / ƉĞƵǀĞŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ƉƌŽǀĞŶŝƌ ĚĞ ĐĞůůƵůĞƐ ĂǀŽŝƐŝŶĂŶƚĞƐ͕ ƉĂƌ ĞǆĞŵƉůĞ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ
ŝŶĨĞĐƚĠĞƐ͘ >Ğ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ĚƵ ĐǇƚŽƐŽů Ě͛ƵŶĞ ĐĞůůƵůĞ ă ů͛ĂƵƚƌĞ ƐĞ ĨĂŝƚ ǀŝĂ ĚĞƐ
ũŽŶĐƚŝŽŶƐ ůąĐŚĞƐ͘ϭϭϬ ŝŶƐŝ͕ ƵŶĞ ĐĞůůƵůĞ ĂƉŽƉƚŽƚŝƋƵĞ͕ ĚŽŶƚ ůĞƐ ĐĂƐƉĂƐĞƐ ŽŶƚ ŐĠŶĠƌĠ ĚĞƐ
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peptides, peut transférer ces derniers à une cellule voisine qui pourra effectuer la 
présentation.111 
 
1.2.2. La présentation par le CMH de classe II 
Le CMH II est chargé de présenter les antigènes exogènes aux récepteurs des 
cellules T CD4+. 
Le CMH II et la chaîne invariante (Ii ; CD74) s’associent dans le RE. Les deux chaînes α et β 
du CMH II s’assemblent en un dimère qui lie un trimère préformé de chaîne invariante.112 
Les complexes sortent du RE, maturent dans le Golgi puis sont ciblés dans la voie 
endosomale grâce au motif di-leucine contenu dans la queue cytoplasmique de la chaîne 
invariante.113-115  
Les endosomes tardifs ou lysosomes sont des organelles caractérisées par un pH 
plus acide et dans lesquels sont dégradés les antigènes.116 Dans les APC, ils sont riches en 
CMH II, Ii, HLA-DM, HLA-DO et cathepsines et sont appelés les MIIC (MHC II 
compartments). C’est ici qu’a lieu le chargement de peptides sur le CMH II.117, 118 
Initialement identifiés comme des corps multi-lamellaires (MLB, multilamelar bodies), ils 
peuvent aussi avoir une morphologie multi-vésiculaire (MVB, multivesicular bodies) 
suivant leur stade de maturation.119, 120 Pour plus de clarté, les endosomes 
tardifs/lysosomes seront nommés endosomes ou MIIC pour la suite du texte.  
Dans ces MIIC, Ii est dégradé séquentiellement jusqu’au CLIP (class II-associated 
invariant chain peptide), logé dans la niche, dont l’échange pour un peptide de forte 
affinité est catalysé par DM.121-123 DM est une molécule non classique du CMH II qui a une 
structure semblable mais qui ne peut pas lier de peptide car sa niche est « fermée » par 
les contacts entre les domaines α1 et β1.124, 125 Elle est nécessaire pour la dissociation du 
CLIP avec le CMH II, en particulier pour les allèles qui ont une forte affinité pour le CLIP 
comme HLA-DR1 ou I-Ab.126, 127 DM induit aussi la dissociation de n’importe quel peptide 
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afin de favoriser la liaison de peptide ayant une forte affinité pour le CMH II 128-130 et il a 
donc un rôle d’édition qui façonne le répertoire de peptide.131, 132 De plus, DM a un rôle de 
chaperon qui stabilise le CMH II vide.133-135 En effet, le CMH II non lié à un peptide est très 
instable et l’association avec DM prévient son agrégation et le maintient dans une 
conformation réceptive au peptide.136-138 Les complexes migrent ensuite à la surface 
cellulaire pour procéder à la présentation aux cellules T CD4 (Figure 1-6). 
 
Figure 1-6 : La présentation antigénique par le CMH de classe II. 
Le CMH II et la chaîne invariante s’assemblent dans le réticulum endoplasmique (ER). La chaîne 
invariante cible les complexes vers les MIIC, soit directement soit via la surface cellulaire. Les 
protéines exogènes sont aussi internalisées dans les endosomes pour être dégradées en peptide. 
Dans les MIIC, la chaîne invariante est clivée puis HLA-DM catalyse l’échange du CLIP pour un 
peptide exogène de forte affinité. Les complexes peptide-CMH II migrent vers la surface où a lieu 
la présentation aux cellules T CD4+. Tiré de 139. 
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1.2.3. La présentation croisée 
La présentation croisée est un phénomène surtout observé dans les DC mais qui 
peut avoir lieu dans d’autres types cellulaires comme les macrophages ou les cellules B.140-
142 C’est le processus par lequel les molécules du CMH I présentent des antigènes d’origine 
exogène.143, 144 La présentation croisée est nécessaire pour l’induction de nombreuses 
réponses immunitaires médiées par les cellules T, incluant celles contre les virus, les 
bactéries et les tumeurs.145 De plus, elle permet une réponse anti-virale lorsque seules les 
cellules non-hématopoiétiques sont infectées.146 La présentation croisée implique une 
communication entre la voie endosomale d’un côté, et le cytosol et le RE de l’autre. Le 
mécanisme précis de cette transmission demeure incertain, mais deux principales voies 
ont été proposées.  
Dans la première voie, dite « cytosolique », les antigènes internalisés pourraient 
accéder au cytosol directement après internalisation ou être transportés dans le cytosol 
par un mécanisme de rétro-translocation du RE.147-149 Les antigènes alors contenus dans le 
cytosol, sont transportés dans le RE par la pompe TAP et sont ensuite chargés sur le CMH I 
de la même manière que dans la voie classique.150  
Dans le cas de la voie dite « vacuolaire », la présentation croisée se fait 
indépendamment de la pompe TAP ou du protéasome.151 Dans les endosomes, les 
antigènes internalisés sont dégradés en peptides qui lient la niche peptidique du 
CMH I.152-154 La provenance des molécules du CMH I retrouvées dans les endosomes est 
encore sujette à débat et deux voies ont été proposées. Premièrement, le CMH I pourrait 
être transporté directement du RE dans les endomes.155 Deuxièmement, il pourrait être 
exprimé en surface puis être internalisé dans les endosomes grâce au motif tyrosine 
contenu dans sa queue cytoplasmique.155, 156 145 L’équipe de Jefferies a également 
démontré que la chaîne invariante, qui possède un motif de ciblage aux endosomes et se 
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ůŝĞĂƵD,/͕ϭϱϳ͕ϭϱϴĂƵŶƌƀůĞĞƐƐĞŶƚŝĞůĚĂŶƐůĞĐŝďůĂŐĞĚƵD,/ĚĂŶƐůĂǀŽŝĞĞŶĚŽƐŽŵĂůĞĞƚ
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ϭ͘Ϯ͘ϰ͘ >ĂƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶĚĞƐůŝƉŝĚĞƐƉĂƌůĞƐŵŽůĠĐƵůĞƐϭ
>ĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ϭ ƐŽŶƚ ĐŚĂƌŐĠĞƐ ĚĞ ƉƌĠƐĞŶƚĞƌ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ůŝƉŝĚŝƋƵĞƐ ĂƵǆ
ĐĞůůƵůĞƐd͘ŚĞǌů͛ŚƵŵĂŝŶ͕ŝůǇĂĐŝŶƋŝƐŽĨŽƌŵĞƐ͗ϭĂ͕ϭď͕ϭĐ͕ϭĚĞƚϭĞ͘ŚĞǌůĂ
ƐŽƵƌŝƐ͕ ƐĞƵůĞ ů͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ ϭĚ ĞƐƚ ƉƌĠƐĞŶƚĞ͘ϭϲϭ >ĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ϭĂ͕ ϭď Ğƚ ϭĐ ĨŽŶƚ
ƉĂƌƚŝĞ ĚƵ ŐƌŽƵƉĞ / Ğƚ ŝŶƚĞƌĂŐŝƐƐĞŶƚ ĂǀĞĐ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ d ĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶŶĞůůĞƐ ĞǆƉƌŝŵĂŶƚ ƵŶ
dZαβϭϲϮ >Ğ ŐƌŽƵƉĞ // ĐŽŵƉŽƌƚĞ ƐĞƵůĞŵĞŶƚ ů͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ ϭĚ ƋƵŝ ŝŶƚĞƌĂŐŝƚ ĂǀĞĐ ĚĞƐ
ĐĞůůƵůĞƐd͕ ĚŝƚĞƐ ŝE<d͕ ƋƵŝ ĞǆƉƌŝŵĞŶƚ ůĞ dZ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚ sαϰ ;ĐŚĞǌ ůĞƐ ŚƵŵĂŝŶƐͿ ŽƵ sαϭϰ
;ĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐͿ͘ϭϲϯ>͛ŝƐŽĨŽƌŵĞϭĞĞƐƚĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞĚĞƐĂƵƚƌĞƐŝƐŽĨŽƌŵĞƐĞƚŶ͛ĂƉƉĂƌƚŝĞŶƚă
ĂƵĐƵŶĚĞƐĚĞƵǆŐƌŽƵƉĞƐ͘ůůĞŶ͛ĞƐƚƉĂƐĞǆƉƌŝŵĠĞĞŶƐƵƌĨĂĐĞĞƚŶĞƉƌĠƐĞŶƚĞƉĂƐĚĞůŝƉŝĚĞƐ
ŵĂŝƐũŽƵĞƵŶƌƀůĞĚ͛ĠĚŝƚŝŽŶĚƵƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐůŝƉŝĚŝƋƵĞƐ͘ϭϲϰ
>ĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ ϭ ŽŶƚ ƵŶ ƚƌĂĨŝĐ ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ ƋƵŝ ůĞƵƌ ĞƐƚ ƉƌŽƉƌĞ͘
ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ĞǆĐĞƉƚĠϭĞ͕ĞůůĞƐƐŽŶƚƚŽƵƚĞƐĞǆƉƌŝŵĠĞƐĞŶƐƵƌĨĂĐĞĞƚƌĞĐǇĐůĠĞƐĚĂŶƐůĂǀŽŝĞ
ĞŶĚŽƐŽŵĂůĞ ŐƌąĐĞ ĂƵ ŵŽƚŝĨ ƚǇƌŽƐŝŶĞ ĐŽŶƚĞŶƵ ĚĂŶƐ ůĞƵƌ ƋƵĞƵĞ ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ͘ϭϲϱ >ĞƐ
ŝƐŽĨŽƌŵĞƐϭď͕ϭĐĞƚϭĚƐŽŶƚĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚĞǆƉƌŝŵĠĞƐĞŶƐƵƌĨĂĐĞƉƵŝƐ ŝŶƚĞƌŶĂůŝƐĠĞƐ
ĚĂŶƐ ůĞƐĞŶĚŽƐŽŵĞƐǀŝĂ ů͛ĂĚĂƉƚĂƚĞƵƌWϮĞƚ ůĂĐůĂƚŚƌŝŶĞ͘ϭϲϱͲϭϲϴ >ĂŵŽůĠĐƵůĞϭĚŵƵƌŝŶĞ
ƵƚŝůŝƐĞ ůĞƐ ĂĚĂƉƚĂƚĞƵƌƐ WϮ Ğƚ Wϯ͘ϭϲϲ͕ ϭϲϵͲϭϳϭ͘ ĂŶƐ ůĞƐ ůǇƐŽƐŽŵĞƐ͕ ůĞƐ ŵŽůĠĐƵůĞƐ ϭ
ĐŚĂƌŐĞŶƚ ĚĞƐ ůŝƉŝĚĞƐ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞƐ Ğƚ ůĞƐ ĐŽŵƉůĞǆĞƐŵŝŐƌĞŶƚ ĞŶƐƵŝƚĞ ă ůĂ ƐƵƌĨĂĐĞ ƉŽƵƌ ůĂ
ƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞ ĂƵǆ ĐĞůůƵůĞƐ d͘ϭϳϮ ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ĐĞƌƚĂŝŶƐ ůŝƉŝĚĞƐ ƐŽŶƚ ĐŚĂƌŐĠƐ
ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚă ůĂƐƵƌĨĂĐĞĐĞůůƵůĂŝƌĞ͕ĐŽŵŵĞů͛ĂŐŽŶŝƐƚĞĚĞƐ ŝE<d͕ ůĞα'ĂůĂĐƚŽƐŝĚĞĞƌĂŵŝĚĞ
;α'ĂůĞƌͿƋƵŝ ůŝĞϭĚ͘ϭϳϯ>ĞƚƌĂĨŝĐ ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞĚĞϭĂĞƚϭĚ;ŚƵŵĂŝŶĞƚŵƵƌŝŶͿĞƐƚ
ĠŐĂůĞŵĞŶƚĐŽŶƚƌƀůĠƉĂƌ ůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ;/ŝ͕ĂƐƐŽĐŝĠĞŽƵŶŽŶĂǀĞĐůĞD,//͘ϭϲϴ͕ ϭϳϰŶ
ĞĨĨĞƚ͕ϭĂĞƚϭĚƐ͛ĂƐƐŽĐŝĞŶƚĂǀĞĐ/ŝĚĂŶƐůĞZ͕ĐĞƋƵŝůĞƵƌƉĞƌŵĞƚĚ͛ġƚƌĞĐŝďůĠƐĚĂŶƐůĞƐ
ĞŶĚŽƐŽŵĞƐ Ğƚ Ě͛ġƚƌĞ ƌĞĐǇĐůĠƐ ǀŝĂ ůĂ ƐƵƌĨĂĐĞ͘ϭϲϳ͕ ϭϳϱ ĞƚƚĞ ǀŽŝĞ ĞƐƚ ĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞ ĚĞƐ
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
ĐĂƚŚĞƉƐŝŶĞƐ^Ğƚ>ƋƵŝĐůŝǀĞŶƚůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ͘ϭϳϰ͕ϭϳϲEĠĂŶŵŽŝŶƐ͕ϭĚĞƐƚĐĂƉĂďůĞĚĞ
ŵŝŐƌĞƌĚĂŶƐůĞƐĞŶĚŽƐŽŵĞƐŵġŵĞĞŶĂďƐĞŶĐĞĚĞ /ŝĞƚƉƌĠƐĞŶƚĞĂůŽƌƐƵŶůŝƉŝĚĞ͕ƋƵĞůƋƵĞ
ƐŽŝƚƐŽŶƚƌĂĨŝĐ;ǀŝĂ ůĞƐĞŶĚŽƐŽŵĞƐŽƵĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚă ůĂƐƵƌĨĂĐĞͿ͘ϭϳϳŶƉƌĠƐĞŶĐĞĚ͛/ŝ͕ϭĚ
ĞƐƚĐŝďůĠĚĂŶƐůĞƐĞŶĚŽƐŽŵĞƐŽƶŝůůŝĞů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ͕ĂǀĂŶƚĚĞƌĞũŽŝŶĚƌĞůĂƐƵƌĨĂĐĞ͘ϭϲϳŶĨŝŶ͕ůĂ
ƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞͬϭĚ ĞƐƚ ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ ƉŽƵƌ ůĞ ŵĂŝŶƚŝĞŶ ĚĞ
ů͛ŚŽŵĠŽƐƚĂƐŝĞ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ŝE<d͘ϭϳϴ >ĞƐ ƐŽƵƌŝƐ ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ ĞŶ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ŽŶƚ ƵŶ
ŶŽŵďƌĞĚĞĐĞůůƵůĞƐŝE<dƚƌğƐƌĠĚƵŝƚ͘ϭϳϵ

ϭ͘ϯ͘ >ĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ
ϭ͘ϯ͘ϭ͘ >ĞƐŐğŶĞƐĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĞƚůĂƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĚĞ
ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
>ĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĚĞƐŽƵƌŝƐĂĠƚĠĚĠĐŽƵǀĞƌƚĞĞŶϭϵϳϴƉĂƌů͛ĠƋƵŝƉĞĚĞDĂĐĞǀŝƚƚ
ƋƵŝ Ă ŝŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĠ ĐĞƚƚĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ĞŶ ƵƚŝůŝƐĂŶƚ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ĂŶƚŝͲD, //͘ /ůƐ ŽŶƚ
ŝĚĞŶƚŝĨŝĠůĂĨŽƌŵĞŚƵŵĂŝŶĞƉĞƵĂƉƌğƐ͘ϭϴϬ͕ϭϴϭĂŶƐůĞƐĚĞƵǆĐĂƐ͕ŝůƐ͛ĂŐŝƚĚ͛ƵŶĞƉƌŽƚĠŝŶĞŶŽŶ
ƉŽůǇŵŽƌƉŚŝƋƵĞ ƋƵŝ ĞƐƚ ĐŽĚĠĞ ĞŶ ĚĞŚŽƌƐ ĚƵ ůŽĐƵƐ ĚƵ D, // Ğƚ ƋƵŝ ƉŽƐƐğĚĞ ƐŽŶ ƉƌŽƉƌĞ
ƉƌŽŵŽƚĞƵƌ͘ŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͕ůĞŐğŶĞĞƐƚƐŝƚƵĠƐƵƌůĞĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞϭϴĞƚĐŚĞǌů͛ŚŽŵŵĞ͕ƐƵƌůĞ
ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞ ϱ͘ϭϴϮ͕ ϭϴϯ ϭϴϰ ŽŵŵĞ ůĞ D, //͕ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ĞƐƚ ĞǆƉƌŝŵĠĞ
ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞŵĞŶƚĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐ͕ůĞƐ͕ůĞƐŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐĞƚůĞƐŵŽŶŽĐǇƚĞƐ͕ĂŝŶƐŝƋƵĞ
ĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞƐƚŚǇŵŝƋƵĞƐ;dͿ͘ůůĞĞƐƚĠŐĂůĞŵĞŶƚĞǆƉƌŝŵĠĞƉĂƌĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ
ŶŽŶͲW ƚĞůůĞƐ ƋƵĞ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞƐ ŐĂƐƚƌŝƋƵĞƐ͘ϭϴϱ ^ŽŶ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĞƐƚ ŝŶĚƵŝƚĞ ƉĂƌ
ĚĞƐĐǇƚŽŬŝŶĞƐƚĞůůĞƐƋƵĞů͛/&EγĞƚůĞdE&α͕ĞŶƚƌĞĂƵƚƌĞƐ͘ϭϴϲ͕ϭϴϳ>ĞƐŐğŶĞƐĚƵD,//ĞƚĚ͛/ŝ
ƐŽŶƚ ƌĠŐƵůĠƐĐŽŶũŽŝŶƚĞŵĞŶƚĞƚĚĞŵĂŶŝğƌĞĂƐƐĞǌƐŝŵŝůĂŝƌĞ͘ŶĂŵŽŶƚĚƵƉƌŽŵŽƚĞƵƌĚĞ ůĂ
ĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞƐĞƚƌŽƵǀĞůĞŵŽĚƵůĞĚĞƌĠŐƵůĂƚŝŽŶĐŽŵƉƌĞŶĂŶƚůĞƐĠůĠŵĞŶƚƐtͬ^ͬ͕yϭ͕
yϮĞƚzƋƵ͛ŽŶƌĞƚƌŽƵǀĞĠŐĂůĞŵĞŶƚĂƵŶŝǀĞĂƵĚĞƐŐğŶĞƐĚƵD,//;ǀŽŝƌƐĞĐƚŝŽŶϭ͘ϭ͘Ϯ͘ϮͿ͘WĂƌ
ĐŽŶƚƌĞ͕ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƉĞƵƚ ġƚƌĞ ĞǆƉƌŝŵĠĞ ĞŶ ĂďƐĞŶĐĞ ĚƵ D, // ĚĂŶƐ ůĞƐ
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ůǇŵƉŚŽĐǇƚĞƐŝŵŵĂƚƵƌĞƐ͕ůĞƐƉůĂƐŵŽĐǇƚĞƐŽƵĞŶĐŽƌĞůĞƐĐĞůůƵůĞƐĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞƐ͘ϭϴϴ͕ϭϴϵĞƚƚĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĞƚĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞĚĞĐĞůůĞĚƵD,//ĞƐƚĚƵĞăƵŶ
ĐŽŶƚƌƀůĞ ĚĞ ůĂ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ Ě͛/ŝ ƋƵŝ ůƵŝ ĞƐƚ ƉƌŽƉƌĞ͘ Ŷ ĞĨĨĞƚ͕ ůĞ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌ ĚĞ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ
ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĐŽŶƚŝĞŶƚĚĞƵǆƐŝƚĞƐĚĞůŝĂŝƐŽŶăE&ͲκĞƚƵŶă^Ɖϭ͘ϭϵϬ͕ϭϵϭ>ĂůŝĂŝƐŽŶĚĞĐĞƐƐŝƚĞƐ
ƉĂƌůĞƐĨĂĐƚĞƵƌƐĚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶƉĞƌŵĞƚů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚƵŐğŶĞĚ͛/ŝ͘ϭϵϮĞ
ƉůƵƐ͕ ĚĂŶƐ ůĞ ƉƌĞŵŝĞƌ ŝŶƚƌŽŶ ĚƵ ŐğŶĞ Ě͛/ŝ ƐĞ ƚƌŽƵǀĞ ƵŶ ĂƵƚƌĞ ĠůĠŵĞŶƚ ĚĞ ƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ ƋƵŝ
ƉĞƌŵĞƚů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ͘ϭϵϯĞƐĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐĠůĠŵĞŶƚƐĚĞƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ
ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚůĞĐŽŶƚƌƀůĞĚĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚ͛/ŝĚĞŵĂŶŝğƌĞŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞĚƵD,//͘

ϭ͘ϯ͘Ϯ͘ ^ƚƌƵĐƚƵƌĞĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ
/ůĞǆŝƐƚĞƋƵĂƚƌĞŝƐŽĨŽƌŵĞƐĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĐŚĞǌů͛ŚŽŵŵĞ͗/ŝƉϯϯ͕/ŝƉϯϱ͕/ŝƉϰϭ
Ğƚ/ŝƉϰϯ͖ĞƚĚĞƵǆƐĞƵůĞŵĞŶƚĐŚĞǌůĂƐŽƵƌŝƐ͗/ŝƉϯϭĞƚ/ŝƉϰϭ͘ϭϵϰ>ĞŐğŶĞĐŽŶƚŝĞŶƚŶĞƵĨĞǆŽŶƐĞƚ
ƵŶ ĠƉŝƐƐĂŐĞ ĂůƚĞƌŶĂƚŝĨ ĚĞ ů͛ĞǆŽŶ ϲď ĐŽŶĚƵŝƚ ă ůĂ ƐǇŶƚŚğƐĞ ĚĞ ĚĞƵǆ ZE ŵĞƐƐĂŐĞƌƐ
ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ͘ /ůƐ ĐŽĚĞŶƚ ůĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ /ŝƉϯϭ Ğƚ /ŝƉϰϭ ĐŚĞǌ ůĂ ƐŽƵƌŝƐ ;/ŝƉϯϯ Ğƚ /ŝƉϰϭ ĐŚĞǌ
ů͛ŚƵŵĂŝŶͿ ĚĞ ϯϭ;ϯϯͿ ŬĂ Ğƚ ϰϭŬĂ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞŵĞŶƚ ;&ŝŐƵƌĞ ϭͲϳͿ͘ >͛ĞǆŽŶ ϲď ĐŽĚĞ ƉŽƵƌ ƵŶ
ĚŽŵĂŝŶĞ ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ ĐŽŶƚĞŶƵ ĚĂŶƐ /ŝƉϰϭ Ğƚ /ŝƉϰϯ͘ϭϵϱͲϭϵϳ >ĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ /ŝƉϯϭ ŽƵ /ŝƉϯϯ
ƐŽŶƚĐŝŶƋĨŽŝƐƉůƵƐĞǆƉƌŝŵĠĞƐƋƵĞůĞƐĨŽƌŵĞƐ/ŝƉϰϭĞƚ/ŝƉϰϯ͘ϭϵϴ͕ϭϵϵŚĞǌů͛ŚŽŵŵĞ͕ĞƚƐƵƌůĞƐ
ĚĞƵǆZEŵ͕ƵŶĐŽĚŽŶh'ƐŝƚƵĠϰϴďĞŶĂŵŽŶƚĚƵƐŝƚĞĚĞƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶŚĂďŝƚƵĞůĐŽŶĚƵŝƚăůĂ
ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ /ŝƉϯϱ Ğƚ /ŝƉϰϯ ƋƵŝ ĐŽŶƚŝĞŶŶĞŶƚ ƵŶĞ ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ ĚĞ ϭϲ ĂĐŝĚĞƐ
ĂŵŝŶĠƐĚĞůĂƋƵĞƵĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ͘>ĂĨŽƌŵĞŚƵŵĂŝŶĞ/ŝƉϯϯĞƐƚĐŝŶƋĨŽŝƐƉůƵƐĂďŽŶĚĂŶƚĞ
ƋƵ͛/ŝƉϯϱ͘ϭϭϮ͕ϭϵϲͲϭϵϴ͕ϮϬϬ͕ϮϬϭŝŶƐŝůĂĨŽƌŵĞ/ŝƉϰϭĂƵŶĚŽŵĂŝŶĞĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐƵƉƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞ͕
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Figure 1-7 : Épissage et traduction alternatifs de l’ARNm de la chaîne invariante conduisant aux 
quatre isoformes. 
L’ARNm de la chaîne invariante subit un épissage alternatif de l’exon 6b qui conduit à la 
production de deux ARNm différents. Deux sites d’initiation de la traduction sur chaque ARNm 
conduisent à la synthèse des formes Iip33 et Iip35 d’une part et des formes Iip41 et Iip43 d’autre 
part. Les formes Iip35 et Iip43 ont une extension de leur queue cytoplasmique alors que les formes 
Iip41 et Iip43 ont un domaine extracellulaire supplémentaire. Modifié de 198. 
 
La chaîne invariante est une glycoprotéine membranaire de type II, non 
polymorphique composée de différents domaines (Figure 1-8). Tout d’abord, en N-
terminal se trouve la région cytoplasmique de 28 acides aminés (pour les formes Iip31, 
Iip33 et Iip41), suivie d’un domaine transmembranaire de 26 acides aminés hydrophobes 
et enfin, une région extracellulaire, en C-terminal, de 160 acides aminés pour les formes 
Iip31, Iip33 et Iip35 et de 224 acides aminés pour les formes Iip41 et Iip43. Ce domaine 
comprend la région CLIP formée des résidus 81 à 104 d’Ii et qui se loge dans la niche 
peptidique du CMH II.202 Les 64 acides aminés codés par l’exon 6b, retrouvés chez Iip41 et 
Iip43, constituent un domaine riche en cystéines qui a une homologie de séquence avec 
les éléments répétés thyroglobulines.203 Cette séquence est très conservée et possède 
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88% d’homologie entre les souris et les humains. Les formes Iip31 et Iip33 partagent 70 à 
80% d’homologie.203 
 
Figure 1-8 : Structure de la chaîne invariante. 
Les chaînes invariantes humaines et murines sont des protéines de types II composées de 
plusieurs domaines. Tout d’abord, en N-terminal, se trouve le domaine cytoplasmique qui contient 
le motif di-leucine de ciblage dans les endosomes (points noirs). Ensuite il y a le domaine 
transmembranaire suivi du domaine luminal qui inclut la région CLIP, dont les résidus d’ancrages 
sont identifiés par une étoile, et le domaine de trimérisation résistant aux protéases. Il y a deux 
sites de glycosylation et un site de liaison du chondroitine sulfate (identifiés dans la légende). 
L’exon 6b code pour une région (triangle) qui se situe juste après le domaine de trimérisation 
(zone grise). Modifié de 204. 
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par les résidus 81 à 104.222, 223 Le cœur du CLIP est composé des neuf résidus 91 à 99 dont 
la séquence MRMATPLLM est la même pour la souris et l’humain. Par contre, la séquence 
du CLIP qui flanque le cœur est différente entre les deux espèces.224, 225 Des expériences 
montrant la compétition entre le CLIP et un peptide pour la liaison au CMH II ont permis 
de découvrir que le CLIP se lie à la niche peptidique du CMH II.209 Les études de 
cristallographies ont confirmé cette découverte et ont montré que cette liaison est 
semblable à celle d’un peptide antigénique.71, 74 En effet, comme pour les peptides, le 
centre du CLIP est logé dans la niche peptidique et les résidus aux extrémités sortent de la 
fente.74, 226-231 Ii est capable de lier tous les allèles du CMH II mais l’affinité pour ces 
derniers est variable.228, 232 Les résidus méthionines (en particulier le résidu Met91) sont 
importants pour la liaison aux différents allèles (Figure 1-8).226, 227, 229 La liaison d’Ii au 
CMH II ne repose pas uniquement sur le CLIP. En effet, les régions immédiatement en N- 
et C-terminal du cœur du CLIP (résidus 81 à 89 et 103 à 118 respectivement), ainsi qu’une 
région située dans le C-terminal du domaine de trimérisation participent à la liaison entre 
les deux molécules.233-237 209 Les domaines transmembranaires d’Ii et du CMH II 
contribuent aussi à la formation des complexes.213, 238, 239 
Ainsi le modèle d’assemblage suggère que les chaînes invariantes lient le CMH II 
par leur région CLIP qui se loge dans la niche et que des contacts additionnels au niveau 
du C-terminal d’Ii et du TM stabilisent le complexe. 
 
1.3.4. Rôles de la chaîne invariante dans le RE 
1.3.4.1. Rôle de chaperon 
La chaîne invariante a de nombreux rôles et ses premières actions commencent 
dans le RE. En effet, le CMH II peut s’assembler en absence d’Ii mais forme des 
agrégats.240-242 Ces agrégats sont reconnus comme protéines mal repliées par les 
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ĐĂůŶĞǆŝŶĞ͕ƵŶĞĂƵƚƌĞƉƌŽƚĠŝŶĞƌĠƐŝĚĂŶƚĞĚƵZ͕Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞĂƵǆĐŽŵƉůĞǆĞƐ/ŝͲD,//ĞŶĐŽƵƌƐ
Ě͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ Ğƚ ƉŽƵƌƌĂŝƚ ĂƐƐŝƐƚĞƌ ůĂ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĞƐ ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ĞŶ ƐƚĂďŝůŝƐĂŶƚ
ů͛ĠĐŚĂĨĂƵĚĂŐĞƉĞŶĚĂŶƚůĂ ůŝĂŝƐŽŶĚƵD,//ă/ŝ͘Ϯϰϲ͕Ϯϰϳ>ĞƐĂŐƌĠŐĂƚƐƚƌĂŶƐŝƚŽŝƌĞƐĚĞD,//
ĠĐŚĂƉƉĞŶƚ ă ĐĞƚ ĠƚĂƚ ŐƌąĐĞ ă ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƋƵŝ ǀĂ ůĞƐ ĂŝĚĞƌ ă ƐĞ ƌĞƉůŝĞƌ
ĐŽƌƌĞĐƚĞŵĞŶƚ͘Ϯϰϭ͕ϮϰϴůůĞĂŐŝƚĚŽŶĐĐŽŵŵĞƵŶĐŚĂƉĞƌŽŶƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚƵD,//͘Ϯϰϵ͕ϮϱϬ

ϭ͘ϯ͘ϰ͘Ϯ͘ WƌĠǀĞŶƚŝŽŶĚĞůĂůŝĂŝƐŽŶŝŶĚĠƐŝƌĂďůĞĚĞƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞƐ
>Ğ ĚĞƵǆŝğŵĞ ƌƀůĞ ĚĞ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ĚĂŶƐ ůĞ Z ĞƐƚ ůĞ ďůŽĐĂŐĞ ĚĞ ůĂ ŶŝĐŚĞ
ƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞ ƉŽƵƌ ĞŵƉġĐŚĞƌ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ŝŶĚĠƐŝƌĂďůĞ ĚĞ ƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞƐ ĚƵ Z͘ WĞŶĚĂŶƚ
ůŽŶŐƚĞŵƉƐ͕ ŽŶ Ă ĐƌƵ ƋƵ͛/ŝ ĞŵƉġĐŚĂŝƚ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ĚĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ŶŽƌŵĂůĞŵĞŶƚ ĚĞƐƚŝŶĠƐ ĂƵ
D,/͕ŵĂŝƐĚĞƐĠƚƵĚĞƐƐƵƌĚĞƐĐĞůůƵůĞƐĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐĞŶĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞŽŶƚŵŽŶƚƌĠƋƵĞ
ĐĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐŶĞůŝĞŶƚƉĂƐĚĞŵĂŶŝğƌĞƐƚĂďůĞůĞD,//͘ϮϰϬ͕ϮϱϭͲϮϱϰKŶƐĂŝƚŵĂŝŶƚĞŶĂŶƚƋƵĞůĂ
ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƐĞƌƚ ă ďůŽƋƵĞƌ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ŝŶĚĠƐŝƌĂďůĞ ĚĞ ƉůƵƐ ůŽŶŐƵĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ĚĞ
ƉƌŽƚĠŝŶĞƐŵĂů ƌĞƉůŝĠĞƐ ƋƵŝ ƐŽŶƚ ĞŶ ĐŽƵƌƐ ĚĞ ƐǇŶƚŚğƐĞ ĚĂŶƐ ůĞ Z͘ϮϬϮ͕ ϮϮϬ͕ ϮϱϱͲϮϱϳ Ŷ ĞĨĨĞƚ͕
ĐŽŵŵĞůĂ ůŝĂŝƐŽŶĚ͛ƵŶƉĞƉƚŝĚĞĞƚĚĞůĂĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞƐƵƌ ůĞD,//ĞƐƚŵƵƚƵĞůůĞŵĞŶƚ
ĞǆĐůƵƐŝǀĞ͕ů͛ŽĐĐƵƉĂƚŝŽŶĚĞůĂŶŝĐŚĞƉĂƌůĞ>/WĞŵƉġĐŚĞůĂůŝĂŝƐŽŶĚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͘

ϭ͘ϯ͘ϰ͘ϯ͘ ^ŽƌƚŝĞĚƵƌĠƚŝĐƵůƵŵĞŶĚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ
ĠĐŽƵůĂŶƚĚĞƐĚĞƵǆ ĨŽŶĐƚŝŽŶƐĚĠĐƌŝƚĞƐĐŝͲĚĞƐƐƵƐ͕ ůĂĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞĂĂŝŶƐŝƉŽƵƌ
ĨŽŶĐƚŝŽŶ Ě͛ĂƐƐŝƐƚĞƌ ůĂ ƐŽƌƚŝĞ ĚƵ Z ǀĞƌƐ ůĞ 'ŽůŐŝ͘ Ŷ ĞĨĨĞƚ͕ ĞŶ ĂďƐĞŶĐĞ Ě͛/ŝ͕ ůĞ D, //
ƉƌĠƐĞŶƚĞ ƵŶĚĠĨĂƵƚĚĞ ƚƌĂŶƐƉŽƌƚ ƋƵŝ ĐŽŶĚƵŝƚ ă ĚĞƐ ŶŝǀĞĂƵǆĚ͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĞŶ ƐƵƌĨĂĐĞ ƚƌğƐ
ƌĠĚƵŝƚƐ͕ ŝŶĚĠƉĞŶĚĂŵŵĞŶƚĚĞůĞƵƌĐĂƉĂĐŝƚĠăƐ͛ĂƐƐĞŵďůĞƌĞŶĂďƐĞŶĐĞĚ͛/ŝ͘Ϯϱϭ͕ ϮϱϮ͕ ϮϱϴƵƐƐŝ͕




ĐĞƐD,//ƋƵŝĂƌƌŝǀĞŶƚăƌĞũŽŝŶĚƌĞůĂƐƵƌĨĂĐĞƐŽŶƚƉĞƵŐůǇĐŽƐǇůĠƐ͕ĐĞƋƵŝĚĠŵŽŶƚƌĞƋƵĞůĂ
ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĂŶƐůĞ'ŽůŐŝĂĠƚĠĚĠĨĞĐƚƵĞƵƐĞ͘ϮϰϬ͕ ϮϱϭĞƐĠƚƵĚĞƐƵƚŝůŝƐĂŶƚĚĞƐ/ŝ ƚƌŽŶƋƵĠƐĞƚ
ĚĞƐƉĞƉƚŝĚĞƐůŝĠƐĐŽǀĂůĞŵĞŶƚĚĂŶƐůĂŶŝĐŚĞ͕ŽŶƚŵŽŶƚƌĠƋƵĞů͛ŽĐĐƵƉĂƚŝŽŶĚĞůĂŶŝĐŚĞĚĂŶƐ
ůĞZĠƚĂŝƚƐƵĨĨŝƐĂŶƚĞƉŽƵƌƉƌŽŵŽƵǀŽŝƌůĞƚƌĂĨŝĐĞĨĨŝĐĂĐĞĚĞƐD,//ĚƵZǀĞƌƐůĞ'ŽůŐŝ͘Ϯϱϯ͕
ϮϱϵĞƉŚĠŶŽƚǇƉĞĞƐƚƐƵƌƚŽƵƚŽďƐĞƌǀĠĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐĂǇĂŶƚůĞĨŽŶĚŐĠŶĠƚŝƋƵĞ,ϮďĂůŽƌƐƋƵĞ
ĐŚĞǌůĞƐƐŽƵƌŝƐ,ϮŬĞƚ,ϮĚ͕ůĂƐŽƌƚŝĞĚƵZĚƵD,//ƉĞƵƚĂǀŽŝƌůŝĞƵĞŶĂďƐĞŶĐĞĚ͛/ŝ͘ϮϲϬ

ϭ͘ϯ͘ϱ͘ KůŝŐŽŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ
WĞŶĚĂŶƚ ůŽŶŐƚĞŵƉƐ͕ ŝů ĂĠƚĠ ĂĐĐĞƉƚĠƋƵ͛ƵŶ ƚƌŝŵğƌĞĚ͛/ŝ ƐĞ ůŝĂŝƚ ă ƚƌŽŝƐĚŝŵğƌĞƐĚĞ
D,//ƉŽƵƌĨŽƌŵĞƌƵŶŶŽŶĂŵğƌĞ;αβ/ŝͿϯ͘>͛ŽůŝŐŽŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶĚ͛/ŝĂĠƚĠĚĠŵŽŶƚƌĠĞŐƌąĐĞă
ĚĞƐĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐƵƚŝůŝƐĂŶƚůĞƉŽŶƚĂŐĞĂƌƚŝĨŝĐŝĞůĚĞƐĐŽŵƉůĞǆĞƐĂĨŝŶĚ͛ĠǀŝƚĞƌůĞƵƌĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ
ĞƚĚĞƉĞƌŵĞƚƚƌĞůĞƵƌĚĠƚĞĐƚŝŽŶ͘ϮϬϬ͕ϮϬϱ͕ϮϭϬ͕ϮϲϭĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ĐĞŵŽĚğůĞĂĠƚĠƌĠĐĞŵŵĞŶƚƌĞŵŝƐ
ĞŶĐĂƵƐĞƉĂƌů͛ĠƋƵŝƉĞĚĞ<ŽĐŚƋƵŝĂĚĠŵŽŶƚƌĠ͕ƐĂŶƐƵƚŝůŝƐĞƌĚĞƉŽŶƚĂŐĞ͕ƋƵĞůĂĨŽƌŵĂƚŝŽŶ
ĚĞ ŶŽŶĂŵğƌĞ ĠƚĂŝƚ ĂƌƚĠĨĂĐƚƵĞůůĞ Ğƚ ƋƵ͛ĞŶ ƌĠĂůŝƚĠ͕ ůĞ ƚƌŝŵğƌĞ ĚĞ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ůŝĞ
ƐĞƵůĞŵĞŶƚƵŶĚŝŵğƌĞɲɴĚĞD,//ĨŽƌŵĂŶƚƵŶƉĞŶƚĂŵğƌĞ;αβϭ;/ŝͿϯ;&ŝŐƵƌĞϭͲϭϭͿ͘ϮϮϭĞĐŝ
ĂĠƚĠĐŽŶĨŝƌŵĠĞŶĐŽƌĞƉůƵƐƌĠĐĞŵŵĞŶƚƉĂƌDĂũĞƌĂĞƚƐĞƐĐŽůůğŐƵĞƐ͘Ϯϭϳ/ůĨĂƵƚŶŽƚĞƌƋƵĞĐĞƐ
ĠƚƵĚĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ƌĠĂůŝƐĠĞƐ ĞŶ ƵƚŝůŝƐĂŶƚ ůĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ /ŝƉϯϯ ŽƵ /ŝƉϯϭ͘,ŽƌƐ͕ ƵŶĞ ĠƚƵĚĞ ĚĂŶƐ
ŶŽƚƌĞ ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ Ă ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĂ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ ƉĞŶƚĂŵğƌĞ ŽƵ Ě͛ƵŶ ŶŽŶĂŵğƌĞ
ĚĠƉĞŶĚĂŝƚ ĚĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ Ě͛/ŝ ƉƌĠƐĞŶƚĞƐ ĚĂŶƐ ůĞ ĐŽŵƉůĞǆĞ ;ůŽƵƚŝĞƌ Ğƚ Ăů͕ ŵĂŶƵƐĐƌŝƚ
ƐŽƵŵŝƐͿ͘ Ŷ ĞĨĨĞƚ͕ ůĞƐ ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ /ŝƉϯϱ ƉŽƐƐğĚĞŶƚ ƵŶŵŽƚŝĨ ĚĞ ƌĠƚĞŶƚŝŽŶ ĚĂŶƐ ůĞ Z Ğƚ ůĂ
ƐŽƌƚŝĞ ĚĞ ĐĞ ĐŽŵƉĂƌƚŝŵĞŶƚ ŶĞ ƉĞƵƚ ĂǀŽŝƌ ůŝĞƵ ƋƵ͛ĂƉƌğƐ ůŝĂŝƐŽŶ ĂƵ D, //͘ ŝŶƐŝ͕ ĐŚĂƋƵĞ
/ŝƉϯϱĚŽŝƚƐĞůŝĞƌăƵŶĚŝŵğƌĞĚĞD,//ƉŽƵƌƉĞƌŵĞƚƚƌĞůĂƐŽƌƚŝĞĚƵĐŽŵƉůĞǆĞ͘>ĞŶŽŵďƌĞ
ĚĞ ĚŝŵğƌĞƐ ĚĞ D, // ĐŽŶƚĞŶƵƐ ĚĂŶƐ ůĞ ĐŽŵƉůĞǆĞ ĚĠƉĞŶĚ ĂŝŶƐŝ ĚƵ ŶŽŵďƌĞ Ě͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ
/ŝƉϯϱ ƋƵŝ ůĞ ĐŽŵƉŽƐĞŶƚ͘ ŝŶƐŝ͕ ƵŶ ƚƌŝŵğƌĞ ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ ƵŶ ƐĞƵů /ŝƉϯϱ ĚĞǀƌĂ ĨŽƌŵĞƌ ĂƵ
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

ŵŝŶŝŵƵŵƵŶƉĞŶƚĂŵğƌĞ͘^ŝĚĞƵǆ/ŝƉϯϱƐŽŶƚƉƌĠƐĞŶƚƐŝůĨĂƵĚƌĂƵŶŚĞƉƚĂŵğƌĞ;αβͿϮ;/ŝͿϯĞƚůĂ
ĨŽƌŵĂƚŝŽŶĚ͛ƵŶŶŽŶĂŵğƌĞŶĞƐĞƌĂƌĞƋƵŝƐĞƋƵ͛ĞŶƉƌĠƐĞŶĐĞĚĞƚƌŽŝƐŝƐŽĨŽƌŵĞƐ/ŝƉϯϱ͘


&ŝŐƵƌĞϭͲϭϭ͗DŽĚĠůŝƐĂƚŝŽŶŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞĚ͛ƵŶĐŽŵƉůĞǆĞ/ŝͲD,//ƉĞŶƚĂŵĠƌŝƋƵĞ͘
>ĞƉĞŶƚĂŵğƌĞ;ɲɴͿϭ;/ŝͿϯŵŽĚĠůŝƐĠŝĐŝƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞƵŶĞƐƚƌƵĐƚƵƌĞƉŽƐƐŝďůĞĚƵĐŽŵƉůĞǆĞĨŽƌŵĠƉĂƌƵŶ
ƚƌŝŵğƌĞĚ͛/ŝĞƚĚ͛ƵŶĚŝŵğƌĞĚĞD,//͘ĂŶƐĐĞƚƚĞĨŝŐƵƌĂƚŝŽŶ͕ƐĞƵůƐůĞƐĚŽŵĂŝŶĞƐĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐĚĞƐ
ĐŚĂŠŶĞƐɲĞƚɴĚƵD,//ƐŽŶƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠƐ;ďƌƵŶͿ͘>ĞƐƚƌŽŝƐĐŚĂŠŶĞƐŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞƐĨŽƌŵĂŶƚůĞƚƌŝŵğƌĞ
ƐŽŶƚƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠĞƐĚĂŶƐůĞƵƌŝŶƚĠŐƌĂůŝƚĠ;ǀĞƌƚ͕ďůĞƵĞƚƌŽƵŐĞͿ͘>ĂĨŝŐƵƌĞŵŽŶƚƌĞůĞĐŽŵƉůĞǆĞƉĂƌƵŶĞ
ǀƵĞůĂƚĠƌĂůĞ;ͿŽƵĚƵĚĞƐƐƵƐ;Ϳ͘DŽĚŝĨŝĠĚĞϮϮϭ͘

ϭ͘ϯ͘ϲ͘ DŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐƉŽƐƚͲƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐĚĞůĂĐŚĂŠŶĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ
ƉƌğƐ ƐǇŶƚŚğƐĞ͕ ůĂ ĐŚĂŠŶĞ ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƐƵďŝƚ ƉůƵƐŝĞƵƌƐŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͘ dŽƵƚ Ě͛ĂďŽƌĚ͕
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domaine de liaison au CMH II et le domaine de trimérisation (Figure 1-8).113, 262 Ces deux 
séquences de liaison de N-glycans sont très conservées. Il a été suggéré que cette 
glycosylation préviendrait la dégradation d’Ii à pH neutre ce qui contribuerait à la 
présentation antigénique.263, 264 Cependant, le rôle précis de cette glycosylation n’est pas 
complètement compris. 
Dans le TGN, certaines molécules d’Ii peuvent acquérir une chaîne latérale de 
glycosaminoglycan de type chondroitin sulfate (CS), qui s’attache à une sérine (Ser 201 
chez la souris et Ser 202 chez l’humain)(Figure 1-8).265-268 Ces isoformes, appelées Ii-CS ou 
Ii-CSPG, ont été trouvées associées au CMH II à la surface cellulaire, mais ces complexes 
ont une demi-vie très courte et représentent seulement deux à cinq pourcent des CMH II 
en surface.266 Ces formes sont capables de former des trimères avec les formes 
conventionnelles d’Ii. Une étude a montré qu’Ii-CS interagirait avec CD44 et augmenterait 
le signal lors de l’activation des cellules T.269 Cependant, comme les Ii conventionnels sont 
aussi capables d’interagir avec CD44,270 le rôle précis des formes Ii-CS demeure nébuleux 
mais elles pourraient contribuer à l’expression de surface d’une partie des Ii. 
 
1.3.7. Trafic intracellulaire vers les endosomes 
Le CMH II est exprimé en surface deux à six heures après sa synthèse. Après le 
TGN, le CMH II est ciblé dans la voie endocytique et dans les compartiments qui 
contiennent les peptides à présenter.118, 271, 272 La chaîne invariante contient, dans la 
queue cytoplasmique commune à toutes les isoformes, un motif de type di-leucine de 
ciblage dans les endosomes.114, 115, 273, 274 En effet, ce motif di-leucine est formé par deux 
motifs distincts, le premier formé par les résidus en position sept et huit (Leu7 et Ile8) et 
l’autre par ceux en position 16 et 17 (Met16 et Leu17).158, 261, 275-277 Lorsque ces motifs 
sont mutés ou supprimés, la chaîne invariante ou les complexes Ii-CMH II sont exprimés 
en surface.114, 115, 273, 278 
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Il faut savoir qu’il existe deux voies d’entrée dans les endosomes qui influencent la 
disponibilité des différents antigènes. Les complexes peuvent être ciblés directement du 
TGN aux endosomes.116, 238, 279-281 Alternativement, ils peuvent être exprimés en surface 
puis être recyclés dans les endosomes.158, 281-283 L’importance du recyclage via la surface 
dépend beaucoup des types cellulaires et de l’état d’activation des cellules. Par exemple, 
chez les DC et les monocytes humains, la majorité des complexes passe par cette voie de 
transport.284 Les deux motifs leucine sont importants pour le ciblage dans les endosomes, 
mais pour l’endocytose, le motif Met16-Leu17 est moins efficace.285 Des études ont 
montré que les résidus à proximité spatiale de ces motifs di-leucine sont importants pour 
le ciblage, ce qui suggère que les motifs sont reconnus comme faisant partie d’une 
séquence plus large.276, 286 En effet, in vitro, les motifs di-leucine lient les protéines 
adaptatrices (AP) AP1 et AP2 qui font partie du manteau de clathrine impliqué dans la 
formation de vésicule de transport.287, 288 D’autres études utilisant des mutants dominants 
négatifs de clathrine ou de dynamine ont confirmé que les vésicules de clathrines sont 
responsables de l’endocytose des complexes Ii-CMH II.283, 289 Plus récemment, il a été 
démontré que c’est la protéine AP2, et non AP1, AP3 ou AP4, qui était responsable de 
l’endocytose des complexes Ii-CMH II par la surface.290, 290, 291, 291-293    
Même si le rôle du motif di-leucine de la chaîne invariante dans le ciblage aux 
endosomes est essentiel, des études ont suggéré que le domaine transmembranaire 
contribuait également à ce ciblage.158, 277 En effet, Kang et ses collègues ont fusionné deux 
régions du TM à une protéine servant de rapporteur et ont suivi son transport. Ils ont 
démontré que les deux régions testées permettaient le ciblage de la protéine dans les 
endosomes sans affecter son taux d’internalisation.285 La fonction de ciblage d’Ii dépend 
également de sa capacité à oligomériser.210, 261 Ainsi, on sait que des trimères d’Ii 
dépourvus de queue cytoplasmique, et donc de motif di-leucine, sont exprimés en 
surface. Arneson a montré que la présence d’un seul domaine cytoplasmique valide au 
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sein du trimère est suffisant pour l’internalisation mais que le ciblage efficace dans la voie 
endosomale nécessite l’oligomérisation d’Ii.261 
 
1.3.8. Protéolyse de la chaîne invariante dans les endosomes 
Une fois dans les endosomes, la chaîne invariante doit être clivée de manière 
séquentielle afin de permettre la liaison des peptides antigéniques, ce qui est nécessaire 
pour l’expression en surface des complexes pCMH II.294, 295 La chaîne invariante est 
d’abord clivée en C-terminal pour donner la forme p22 de 22 kDa (ou LIP, leupeptin-
induced peptide) qui est ensuite clivée en p10 de 10kDa (ou SLIP, small leupeptin-induced 
peptide). Enfin, le p10 est protéolysé en CLIP.121, 296 Les intermédiaires de dégradation ont 
une demi-vie très courte et peuvent être observés en utilisant la leupeptine, un inhibiteur 
de protéases.219, 297, 298 Lorsque les cellules sont traitées à la leupeptine, on observe une 
accumulation des formes p22 et p10 montrant que les protéases responsables des 
premiers clivages sont insensibles à cette drogue, contrairement aux protéases 
responsables de la conversion de p10 en CLIP (Figure 1-12).294, 299, 300 
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Figure 1-12 : Dégradation séquentielle d’Ii. 
Tout d’abord, chez la souris, la chaîne invariante Iip31 est dégradée en p22 par des protéases à 
cysteines ou asparatiques qui sont insensibles à la leupeptine. Ensuite, des protéases à cysteines 
sensibles à la leupeptine clivent p22 en p10. La cathepsine S (Cath S) dégrade le p10 en CLIP qui 
est ensuite échangé par H2-DM (DM) pour un peptide de forte affinité. Les peptides sont issus de 
la dégradation des antigènes par plusieurs protéases. Modifié de 301. 
 
L’acidification des endosomes induit l’activation de plusieurs protéases endosomales 
telles que les cathepsines.301-303 De nombreuses études se sont penchées sur le rôle des 
différentes cathepsines et ont montré que les cathepsines B, D, E, F, K, L et S sont capables 
de cliver Ii in vitro.298, 300, 304 Cependant, des souris knockout ont permis de voir que de 
nombreuses protéases ne sont pas indispensables in vivo. Par exemple, des souris 
déficientes en cathepsines B ou D ne présentent pas de défaut de dégradation d’Ii ni de 
présentation antigénique aux cellules T.305, 306 Les souris déficientes en cathepsines S et L 
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ont permis de voir que ces deux protéases sont primordiales et ont des rôles distincts et 
non redondants dans la dégradation d’Ii et la présentation antigénique. La cathepsine L 
n’est pas exprimée sous sa forme active dans les DC ou les cellules B307 mais l’est très 
fortement dans le thymus et en particulier dans les cellules épithéliales thymiques 
corticales (cTEC).308-311 Chez l’humain et la souris, cette protéase est responsable de la 
dégradation d’Ii et de la génération d’épitopes nécessaires pour la sélection positive des 
cellules T.308, 309, 311, 312 Les cTEC déficientes en cathepsine L ont une accumulation des 
intermédiaires p22 et p10 conduisant à un défaut de sélection thymique et à un répertoire 
peptidique altéré. Par contre, dans les APC, on n’observe pas cette accumulation ce qui 
démontre la spécificité de cette protéase pour les cTEC.309 La deuxième cathepsine 
primordiale est la cathepsine S. Elle est exprimée, à l’inverse de la cathepsine L, surtout 
dans les APC professionnelles comme les DC et les cellules B et elle est également 
importante pour la génération des peptides.313-315 Elle est responsable du clivage du 
fragment p10 en CLIP et son absence cause une accumulation des intermédiaires p22 et 
p10 ainsi qu’une déficience dans la présentation antigénique.122, 314, 315 Contrairement aux 
cellules B et aux DC, les macrophages expriment les deux cathepsines S et L sous leurs 
formes actives ce qui a permis de voir que la cathepsine L peut compenser partiellement 
la perte de la cathépsine S.316, 317 Cependant, ces résultats demeurent controversés.307, 318  
Les tentatives d’identification de protéases responsables du clivage d’Ii ont permis, 
entre autre, de découvrir la cathepsine F ainsi que l’endoprotéase AEP (asparaginyl 
cysteine endoprotease). In vitro, la cathepsine F recombinante est aussi efficace que la 
cathepsine S pour cliver p10 en CLIP ce qui suggère que ces deux protéases sont 
redondantes.318-320 Cependant, il reste à prouver que c’est bien ce qu’il se passe in vivo. 
L’AEP, identifiée dans les cellules B humaines initie un premier clivage qui rend les autres 
sites de clivages visibles pour les protéases.321, 322 Elle est insensible à la leupeptine et 
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prend part aux premiers clivages d’Ii mais son rôle, contrairement aux cathepsines S et L, 
est redondant avec d’autres protéases, comme par exemple la cathepsine G.321, 323-325 
Il faut noter que les cathepsines S et L, en plus d’être en charge de la dégradation 
d’Ii, joueraient un rôle dans la génération de peptides antigéniques mais il est difficile de 
savoir sans ambigüité si ce changement est dû à un effet direct de l’apprêtement des 
antigènes ou au défaut de dégradation d’Ii. Les souris doublement déficientes en 
cathepsine L et Ii ont un répertoire de peptide plus réduit que celui des souris Ii-KO.176, 326, 
327 De plus, même si la génération du pool de peptide n’est pas affectée par l’absence des 
deux cathepsines, le niveau de présentation de certains antigènes spécifiques varie.325  
Tous ces résultats suggèrent que les deux protéases ont une influence sur l’apprêtement 
des antigènes. 
 
1.3.9. Régulation de la protéolyse par l’isoforme Iip41 
On a vu que la forme Iip41 dispose d’une région luminale supplémentaire résultant 
de l’épissage alternatif de l’exon 6b.198 Cette isoforme Iip41 peut imposer le profil de 
dégradation à Iip31 lorsqu’elles sont co-exprimées et elle est plus résistante à la 
protéolyse ce qui augmente sa demi-vie.328-330 On sait que la chaîne invariante est 
dégradée, entre autre, par la cathepsine L. Cette protéine est synthétisée sous forme de 
pro-enzyme inactive dont le site actif est bloqué et doit subir plusieurs clivages afin de le 
libérer pour constituer la forme mature.331, 332 Le fragment additionnel d’Iip41 peut se lier 
de manière non covalente au site actif de la cathepsine L mature et bloquer ainsi son 
activité.333-335 In vitro, cette liaison provoque l’inhibition de l’activité enzymatique de la 
cathepsine L.336, 337 Des études plus récentes suggèrent qu’Iip41 aurait un rôle de 
chaperon pour la cathepsine L. En effet, chez les souris déficientes en chaîne invariante, 
l’expression et l’activité de la cathepsine L sont fortement réduites à cause de la 
dégradation de cette dernière ce qui suggère qu’Iip41 stabilise la cathepsine L et la 
protège de la dégradation précoce.338 Ainsi, Iip41 permettrait le maintien du pool 
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d’enzyme dans les endosomes.338 Il a également été suggéré qu’Iip41, en stabilisant la 
cathepsine L extracellulaire, régulerait la dégradation des protéines de la matrice 
extracellulaire.333, 339-341 Il a récemment été démontré qu’Iip41 était capable, in vitro, de 
réguler et bloquer l’activité d’un groupe de protéases cystéines et pas seulement la 
cathepsine L. Elle pourrait avoir une spécificité d’action plus vaste qu’initialement 
suggéré.342 
 
1.3.10. Les rôles de la chaîne invariante reliés au CMH II 
On a vu dans les chapitres précédents que la chaîne invariante a de nombreux 
rôles liés au CMH II. Elle assiste le repliement du CMH II, prévient la liaison indésirable de 
peptides et cible les complexes dans les endosomes pour permettre la liaison de peptides 
de forte affinité et la présentation subséquente aux cellules T CD4+.202, 256, 343 Ainsi, la 
chaîne invariante a un rôle primordial dans le trafic du CMH II et la présentation 
antigénique. Les souris et cellules déficientes en chaîne invariante présentent de 
nombreux défauts. Dans le RE, le CMH II forme des agrégats et les molécules qui 
parviennent à sortir du RE ont une conformation non compacte qui est caractéristique des 
CMH II vides ou liés à des peptides de faible affinité.251, 252, 344 Ce phénotype est beaucoup 
plus dramatique chez les souris H-2b que chez les souris H-2k et H-2d.258 Il y a également 
une sérieuse réduction du CMH II à la surface.240, 251, 252, 344 Conséquemment, il y a un 
défaut dans la présentation antigénique pour les antigènes dépendants d’Ii. Par exemple, 
in vitro, les souris ou cellules déficientes en chaîne invariante sont inaptes à présenter les 
antigènes HEL, KLH ou OVA à des hybridomes T spécifiques.240, 251, 252, 345, 346 In vivo, suite à 
des immunisations, les souris sont également incapables de produire rapidement des 
anticorps.251 De plus, ces animaux ont une réponse immunitaire déficiente face à une 
infection virale.347 Les souris IiKO ont également une réponse Th2 altérée.348 De plus, le 
CMH II et Ii sont responsables de la sélection positive thymique des cellules T CD4+. Par 
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conséquent, les souris IiKO présentent un défaut de sélection thymique ce qui aboutit à 
un nombre restreint de cellules T CD4+ au niveau central et périphérique. Ces cellules T 
expriment une quantité moindre de TCR à leur surface. De plus ces souris possèdent un 
répertoire de peptides altéré.251, 252, 349, 350 Par contre, même une faible expression du 
CMH II permet de restaurer la sélection thymique.351  
Enfin, il a été démontré que les isoformes Iip31 et Iip41 sont équivalentes dans 
plusieurs fonctions. En effet, ces deux protéines, exprimées individuellement, sont 
capables de restaurer l’expression du CMH II en surface, la sélection thymique et la 
présentation antigénique.344-346, 352, 353 
 
1.3.11. Les rôles de la chaîne invariante indépendants du CMH II 
La chaîne invariante peut être exprimée à la surface indépendamment du CMH II 
suggérant ainsi d’autres rôles que ceux décrits précédemment. En effet, de nombreuses 
études récentes ont démontré que la chaîne invariante est une protéine pléiotropique qui 
a des fonctions nombreuses et variées. 
 
1.3.11.1. Le rôle d’Ii comme récepteur du MIF 
Le MIF (macrophage migration inhibitory factor) est une cytokine sécrétée par 
quasiment toutes les cellules et qui a initialement été découverte comme facteur inhibant 
la migration des macrophages.354 Cette protéine a un rôle central dans l’immunité innée 
et adaptative. C’est une cytokine pro-inflammatoire qui induit l’activation des monocytes 
et macrophages de même que l’expression de plusieurs autres cytokines inflammatoires 
telles que l’IL-1, le TNFα, l’IL-6 ou l’IL-8.355-358 Elle est aussi requise pour l’activation des 
cellules T et la production d’anticorps in vivo.358-361 Conséquemment, le MIF a été associé 
à plusieurs cancers et désordres immuns. Il est surexprimé dans plusieurs cancers solides, 
en particulier les cancers primaires du sein, et sa surexpression est associée à la 
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progression tumorale.362, 363 Il est aussi lié à l’angiogénèse dans les cancers du colon.364  
Les thérapies anti-MIF ont montré une suppression de la croissance tumorale.365 
Récemment, le récepteur du MIF à la surface cellulaire a été identifié. Il s’agit de la 
chaîne invariante. En effet, MIF lie le domaine extracellulaire d’Ii avec une forte affinité ce 
qui fait de lui son ligand naturel.366 Cette interaction active la voie des MAP kinases 
(MAPK) ERK1/2 et la voie passant par PI3K et Akt ce qui aboutit à la prolifération cellulaire, 
la production de PGE2 ainsi qu’à l’augmentation de la survie et l’expression d’IL-8.
357, 366-
369 Le blocage de la chaîne invariante conduit à l’inhibition de certaines fonctions de MIF 
telles que l’arrêt des monocytes ou la production de cytokines.370, 371 MIF et Ii ont 
également un rôle dans le recrutement et l’adhésion des leucocytes sur le site de 
l’inflammation.372 Il a ensuite été démontré que la protéine CD44 fait partie intégrante du 
récepteur du MIF formé par Ii.270, 373 En effet, même si le MIF peut lier Ii en absence de 
CD44, ce dernier est nécessaire pour l’initiation de la cascade de signalisation 
intracellulaire qui requiert également la tyrosine kinase Src.270 Ainsi, Ii et CD44 sont tous 
deux nécessaires pour l’inhibition de l’apoptose et la prolifération cellulaire induite par 
MIF (Figure 1-13).373, 374 Par ailleurs, une ancienne étude avait montré que les formes 
chondroitines sulfate d’Ii étaient associées à CD44 en surface.269 Cependant, dans les 
études récentes, la liaison à CD44 et MIF ne semble pas être restreinte à ces formes d’Ii.  
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recrutement des leucocytes sur le site de l’inflammation.370 Cependant, le rôle de CXCR2 
dans ce contexte doit être investigué plus en détail. Quant à CXCR4, une étude a 
démontré qu’il s’associe également avec Ii, in vitro, en un complexe servant de récepteur 
qui répond au MIF.378 Le blocage de CXCR4 abroge la cascade de signalisation induite par 
MIF et Ii.379 Cependant, il n’est pas clair si CD44 est impliqué dans ce cas-ci. De plus, MIF 
serait aussi capable, via le complexe CD74/CXCR4, d’induire la voie de signalisation 
passant par JNK et conduisant à la production d’IL-8.380-382 Ces découvertes assez récentes 
montrent les rôles divers de la chaîne invariante mais méritent d’être étayées, en 
particulier in vivo.  
 
1.3.11.3. Le rôle d’Ii dans la maturation des cellules B 
Les cellules B commencent leur développement dans la moelle osseuse. 
S’ensuivent différents stades de développement, dans la moelle puis la périphérie, au 
cours desquels le niveau d’expression des protéines de surface est modulé. On peut ainsi 
identifier les différents stades de maturation des cellules B grâce à leurs marqueurs de 
surface. De manière simplifiée, dans la moelle, on observe les cellules précurseurs pré-
pro-B (B220+, CD19-), puis les cellules pro-B et pré-B (B220+, CD19+) et enfin les cellules 
immatures (B220+, CD19+, IgM+ et IgD-).383, 384 En périphérie, les cellules expriment toutes 
CD19 et on trouve les cellules immatures T1 (ou NF, newly formed) qui ont le phénotype  
IgMhigh, IgDlow, CD21-/low et CD23-. Ensuite, les T2 sont IgMhigh, IgDhigh, CD21+ et CD23+. Enfin 
ces cellules se différencient en cellules folliculaires (FO) IgMlow, IgDhigh, CD21int et CD23+ ou 
marginales (MZ) IgMhigh, IgDlow, CD21high et CD23-.385, 386  
Les souris déficientes en chaîne invariante ont permis de montrer le rôle d’Ii dans 
le développement des cellules B. En effet, ces souris présentent un nombre restreint de 
cellules B matures.344, 387-389 Aujourd’hui, de nombreuses études, provenant 
essentiellement du laboratoire de Shachar, ont permis d’en élucider le mécanisme. Ce 
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ĚĞƌŶŝĞƌŶĠĐĞƐƐŝƚĞ /ŝŵĂŝƐ ƐŽŶĂĐƚŝŽŶ ŝĐŝ ĞƐƚ ŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞĚĞ ƐŽŶ ƌƀůĞ ĚĞ ĐŚĂƉĞƌŽŶ͘ϯϵϬŶ
ĞĨĨĞƚ͕ŝůƐŽŶƚŵŽŶƚƌĠƋƵĞD/&ƐĞůŝĞĞŶƐƵƌĨĂĐĞĂƵĐŽŵƉůĞǆĞϳϰͬϰϰ͕ĐĞƋƵŝŝŶĚƵŝƚƵŶĞ
ĐĂƐĐĂĚĞĚĞ ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ ƋƵŝ ŝŵƉůŝƋƵĞ ůĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ^ǇŬ ĞƚŬƚ ƋƵŝ ĂĐƚŝǀĞŶƚ ůĞ ĨĂĐƚĞƵƌ ĚĞ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶE&Ͳκ ƉϲϱͬZĞů ĂŝŶƐŝ ƋƵĞ ƐŽŶ ĐŽĂĐƚŝǀĂƚĞƵƌ d&//ϭϬϱ͘ϯϳϰ͕ ϯϵϭ >͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ĚĞ
ĐĞƚƚĞ ĐĂƐĐĂĚĞĐŽŶĚƵŝƚă ů͛ĞŶƚƌĠĞĞŶƉŚĂƐĞ ^ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ĂǀĞĐƵŶĞ ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶĚĞ ůĂ
ĚŝǀŝƐŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĞƚ ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞ ůĂƉƌŽƚĠŝŶĞĂŶƚŝͲĂƉŽƉƚŽƚŝƋƵĞ>Ͳ
y>͘ϯϳϰ͕ ϯϵϮĞ ƉůƵƐ͕ Ɖϲϱ ǀĂ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĂĐƚŝǀĞƌ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ dƉϲϯ ƋƵŝ ĂĐƚŝǀĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞ
>ͲϮ ƋƵŝ͕ ă ƐŽŶ ƚŽƵƌ͕ ŝŶĚƵŝƚ ůĂ ƐƵƌǀŝĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͘ϯϵϯ /ŝ ĂŐŝƚ ĚŽŶĐ ĐŽŵŵĞ ƵŶ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ĚĞ
ƐƵƌǀŝĞƋƵŝĐŽŶĚƵŝƚ͕ŝŶĨŝŶĞ͕ăůĂƐƵƌǀŝĞĞƚůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ϯϳϰ͕ϯϵϮWĂƌ
ĂŝůůĞƵƌƐ͕ ŝůƐ ŽŶƚ ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĂ ƉŽƌƚŝŽŶ EͲƚĞƌŵŝŶĂůĞ͕ ĨŽƌŵĠĞ ƉĂƌ ůĞƐ ƌĠƐŝĚƵƐ ϭͲϴϮ Ě͛/ŝ͕
ƐĞƌĂŝƚƐƵĨĨŝƐĂŶƚĞƉŽƵƌĂĐƚŝǀĞƌE&ͲκĞƚƉƌŽǀŽƋƵĞƌůĂŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ϯϵϬ>ĂĐŚĂŠŶĞ
ŝŶǀĂƌŝĂŶƚĞ ƐĞƌĂŝƚ ĂŝŶƐŝƉƌŽƚĠŽůǇƐĠĞĂƵŶŝǀĞĂƵĚĞ ůĂŵĞŵďƌĂŶĞĞƚ ůĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚϭͲϴϮ͕ ĂůŽƌƐ
ĂĐƚŝĨ͕ ƐĞƌĂŝƚ ƌĞůąĐŚĠ Ğƚ ĂĐƚŝǀĞƌĂŝƚ E&Ͳκ Ğƚ ůĂ ĐĂƐĐĂĚĞ ƐƵďƐĠƋƵĞŶƚĞ͘ϯϵϰ >ĞƐ ƐŽƵƌŝƐ
ƚƌĂŶƐŐĠŶŝƋƵĞƐŶ͛ĞǆƉƌŝŵĂŶƚƋƵĞĐĞĨƌĂŐŵĞŶƚĚ͛/ŝƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚĚĞƐƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶƐĚĞĐĞůůƵůĞƐ
ŝĚĞŶƚŝƋƵĞƐĂƵǆĂŶŝŵĂƵǆtd͘ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ĚĂŶƐĐĞĐĂƐ͕ŝůŶ͛ǇĂƉĂƐĚĞƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶƉĂƌD/&ĞŶ
ƐƵƌĨĂĐĞůĂŝƐƐĂŶƚůĂƉůĂĐĞĂƵǆƐƉĠĐƵůĂƚŝŽŶƐƋƵĂŶƚĂƵŵĠĐĂŶŝƐŵĞƋƵŝƉƌŽǀŽƋƵĞůĞĐůŝǀĂŐĞĞƚ
ůĞƚƌĂŶƐƉŽƌƚĚƵĨƌĂŐŵĞŶƚϭͲϴϮ͘^ŚĂĐŚĂƌĞƚƐĞƐĐŽůůĂďŽƌĂƚĞƵƌƐŽŶƚĠŐĂůĞŵĞŶƚĚĠŵŽŶƚƌĠƋƵĞ
ůĞƐĐĞůůƵůĞƐĚĞƉĂƚŝĞŶƚƐĂǇĂŶƚƵŶĞůĞƵĐĠŵŝĞ ůǇŵƉŚŽĐǇƚŝƋƵĞĐŚƌŽŶŝƋƵĞ;>>ͿĞǆƉƌŝŵĞŶƚĚĞ
ƉůƵƐĨŽƌƚƐŶŝǀĞĂƵǆĚ͛/ŝƋƵĞůĞƐĐĞůůƵůĞƐƐĂŝŶĞƐ͘ĂŶƐĐĞƐĐĞůůƵůĞƐĐĂŶĐĠƌĞƵƐĞƐ͕ůŽƌƐƋƵĞϳϰ
ĞƐƚĂĐƚŝǀĠƉĂƌD/&͕ůĂĐĂƐĐĂĚĞĚ͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶƉĂƐƐĂŶƚƉĂƌE&ͲκĐŽŶĚƵŝƚăůĂƐĠĐƌĠƚŝŽŶĚ͛/>Ͳϴ
ƋƵŝ ŝŶĚƵŝƚ ůĂ ƐƵƌǀŝĞĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ Ğƚ ĂŝŶƐŝ ĐŽŶƚƌŝďƵĞă ůĂƉƌŽŐƌĞƐƐŝŽŶ ƚƵŵŽƌĂůĞ͘ϯϱϳdŽƵũŽƵƌƐ
ĚĂŶƐůĞƐĐĞůůƵůĞƐ͕ůĂƉƌŽƚĠŝŶĞdƉϲϯ͕ĂĐƚŝǀĠĞƉĂƌůĂǀŽŝĞD/&ͬ/ŝ͕ǀĂŝŶĚƵŝƌĞů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞ
ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞs>Ͳϰ͘ĞƚƚĞĚĞƌŶŝğƌĞĨĂǀŽƌŝƐĞůĞƌĞƚŽƵƌĚĞƐĐĞůůƵůĞƐĚĂŶƐůĂŵŽĞůůĞŽƐƐĞƵƐĞĐĞ
ƋƵŝ ůĞƵƌƉĞƌŵĞƚĚ͛ĠĐŚĂƉƉĞƌ ă ů͛ĂƉŽƉƚŽƐĞ͘ϯϵϱ >͛ĂǆĞϳϰͬE&ͲκͬdƉϲϯĞƐƚĚŽŶĐƵŶĞǀŽŝĞ
ĂŶƚŝͲĂƉŽƉƚŽƚŝƋƵĞƋƵŝĨŽƌŐĞůĞƌĠƉĞƌƚŽŝƌĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘
ĞƵǆ ŶŽƵǀĞĂƵǆŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ ŝŵƉůŝƋƵĠƐ ĚĂŶƐ ů͛ŚŽŵĠŽƐƚĂƐŝĞ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ  ŽŶƚ ĠƚĠ
ƌĠĐĞŵŵĞŶƚŝĚĞŶƚŝĨŝĠƐƉĂƌů͛ĠƋƵŝƉĞĚĞ^ŚĂĐŚĂƌ͘dŽƵƚĚ͛ĂďŽƌĚ͕ůĂǀŽŝĞŝŵƉůŝƋƵĂŶƚůĞĨĂĐƚĞƵƌ
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ĚĞ ĐƌŽŝƐƐĂŶĐĞ ĚĞƐ ŚĠƉĂƚŽĐǇƚĞƐ ;,'&Ϳ Ğƚ ƐŽŶ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ĐͲDĞƚ͘ >͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐͲDĞƚ ƉĂƌ
,'&ĐŽŶĚƵŝƚăƵŶĞĐĂƐĐĂĚĞƋƵŝŝŶĚƵŝƚůĂƐƵƌǀŝĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ĞƉůƵƐ͕ĐͲDĞƚĞƐƚƌĞĐƌƵƚĠƉĂƌ
D/& ĂƵ ĐŽŵƉůĞǆĞ ϰϰͬϳϰ ĐĞ ƋƵŝ ĞƐƚ ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ ƉŽƵƌ ů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ ĚƵ ƐŝŐŶĂů ƉĂƌ ĐĞƚƚĞ
ǀŽŝĞĞƚƋƵŝĂďŽƵƚŝƚăů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞĐͲDĞƚůƵŝͲŵġŵĞĞƚăůĂƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶĚ͛,'&͘/ůǇĂĂŝŶƐŝ
ƵŶĞ ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƐƵƌǀŝĞ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ĚĞ ŵĂŶŝğƌĞ ĂƵƚŽĐƌŝŶĞ͘ϯϵϲŶƐƵŝƚĞ͕ ƵŶĞ ĂƵƚƌĞ
ĐǇƚŽŬŝŶĞĞƐƚŝŵƉůŝƋƵĠĞĚĂŶƐůĂŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͕ůĂĐǇƚŽŬŝŶĞŵŝĚŬŝŶĞ;D<ͿƋƵŝĂŐŝƚ
ǀŝĂ ƐŽŶ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ZWdWζ͘ >Ă ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ D/& ƐƵƌ ϳϰ ĂĐƚŝǀĞ ĐͲDĞƚ ƋƵŝ ŝŶĚƵŝƚ
ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚĞD<ƋƵŝ͕ăƐŽŶƚŽƵƌ͕ƐƚŝŵƵůĞ ůĂĐĂƐĐĂĚĞĚĞƐƵƌǀŝĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐƐĂŝŶĞƐŽƵ
ŝƐƐƵĞƐĚĞƉĂƚŝĞŶƚƐĂǇĂŶƚƵŶĞ>>;&ŝŐƵƌĞϭͲϭϰͿ͘ϯϵϳŶŽƵƚƌĞ͕ůĂǀŽŝĞD/&ͬϳϰĞƐƚŝŵƉůŝƋƵĠĞ
ĚĂŶƐ ůĞ ůƵƉƵƐ ĠƌǇƚŚĠŵĂƚĞƵǆ ƐǇƐƚĠŵŝƋƵĞ ;^>Ϳ͘ ŚĞǌ ůĞƐ ƐŽƵƌŝƐ ĂƚƚĞŝŶƚĞƐ ĚĞ ^>͕ ůĞƐ
ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ D/&͕ ϳϰ Ğƚ ϰϰ ƐŽŶƚ ƐƵƌĞǆƉƌŝŵĠĞƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ͕ ůĞƐ ƌĞŝŶƐ Ğƚ
ů͛ŚŝƉƉŽĐĂŵƉĞ ĐĠƌĠďƌĂů͘ >ŽƌƐƋƵĞ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ƐŽŶƚ ƚƌĂŝƚĠĞƐ ĂǀĞĐ ƵŶ ƉĞƉƚŝĚĞ ƚŽůĠƌŽŐĠŶŝƋƵĞ
ƋƵŝ ƌĠĚƵŝƚ ůĞƵƌ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ ůĂ ƐƵƌǀŝĞ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ  ĞƐƚ ĚŝŵŝŶƵĠĞ Ğƚ ůĞƐ ƐǇŵƉƚƀŵĞƐ ƐŽŶƚ
ŵŽŝŶƐĚƌĂŵĂƚŝƋƵĞƐ͘ϯϵϴKŶǀŽŝƚďŝĞŶ͕ŐƌąĐĞ ă ĐĞƐĠƚƵĚĞƐ͕ƋƵ͛/ŝĞƐƚƵŶ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌĚĞƐƵƌǀŝĞ
ƋƵŝŝŶĚƵŝƚůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĞƚůĂŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐƐĂŝŶĞƐĞƚĂŶŽƌŵĂůĞƐ͘
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&ŝŐƵƌĞϭͲϭϰ͗/ŶĚƵĐƚŝŽŶĚĞůĂƐƵƌǀŝĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐǀŝĂƉůƵƐŝĞƵƌƐĐǇƚŽŬŝŶĞƐĞƚϳϰ͘
>ĞD/&ƐĞůŝĞƐƵƌůĞƌĠĐĞƉƚĞƵƌĨŽƌŵĠƉĂƌ/ŝĞƚϰϰ͘>ĂĐǇƚŽŬŝŶĞ,'&ƐĞůŝĞƐƵƌƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌĐͲDĞƚ
ƋƵŝĞƐƚƌĞĐƌƵƚĠĂƵĐŽŵƉůĞǆĞϳϰͬϰϰƉĂƌD/&͘>ĂĐǇƚŽŬŝŶĞŵŝĚŬŝŶĞƐĞůŝĞăƐŽŶƌĠĐĞƉƚĞƵƌZWdWζ͘
>Ă ůŝĂŝƐŽŶ ĚĞ ĐĞƐ ĐǇƚŽŬŝŶĞƐ ƐƵƌ ůĞƵƌ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ŝŶĚƵŝƚ ƵŶĞ ĐĂƐĐĂĚĞ ĚĞ ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ ƋƵŝ ĞƐƚ
ĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞĚ͛/ŝĞƚƋƵŝĐŽŶĚƵŝƚăů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶĚĞE&ͲκĞƚăůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĚĞƐŐğŶĞƐĚĞƐƵƌǀŝĞĞƚ
ĚĞƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĐĞůůƵůĂŝƌĞ͘DŽĚŝĨŝĠĚĞϯϵϵ͘

WŽƵƌĐĞƋƵŝĞƐƚĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͕ĚĞƐĠƚƵĚĞƐƉůƵƐĂŶĐŝĞŶŶĞƐĂǀĂŝĞŶƚƉƌŽƉŽƐĠƋƵĞůĞƐ
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folliculaires matures (FO) n’est pas due à un blocage de la maturation mais à une 
réduction de leur durée de vie causée par la toxicité des chaînes β du CMH II.403 D’autres 
études sont nécessaires pour clarifier le rôle exact d’Ii et du CMH II dans le 
développement des cellules B.  
 
1.3.11.4. Le rôle d’Ii dans l’inflammation et les cancers 
On vient de voir que MIF est une cytokine inflammatoire et que sa liaison sur Ii 
induit une cascade de signalisation conduisant à la prolifération et la survie cellulaire. On 
devine donc bien le rôle que peut avoir Ii dans l’inflammation et les cancers.  
L’expression d’Ii dans le tractus gastro-intestinal (GI) ne se cantonne pas aux APC. 
En effet, Ii est exprimé dans les cellules épithéliales gastriques et les cellules 
intestinales.404, 405 Ii et MIF sont fortement exprimés lors de l’inflammation présente dans 
la maladie de Crohn, les colites ulcératives ou associée aux cancers gastriques.406-409 Dans 
le tractus GI, MIF, via Ii, induit la voie de signalisation conduisant à la production d’IL-8 
qui, en plus de contribuer à l’inflammation, induit l’expression d’Ii aggravant ainsi 
l’inflammation.357, 410, 411 Ii est aussi possiblement impliqué dans le développement et la 
progression des cancers. Il est surexprimé dans plusieurs cancers373, 408, 412, 413 et jouerait 
un rôle dans la production de métastases.414 Il a été suggéré que l’expression d’Ii dans les 
tumeurs solides pourrait servir d’outil pronostic, l’intensité de l’expression corrélant avec 
la sévérité de la maladie.415 Les forts niveaux d’Ii pourraient prévenir la présentation 
d’antigènes tumoraux ce qui rendrait la tumeur moins immunogénique comme c’est le cas 
pour certains cancers du côlon.407 Ensuite, la liaison du MIF, souvent surexprimé aussi 
dans les cancers, induit des cascades de signalisation conduisant à la prolifération et la 
survie cellulaire comme c’est le cas pour les cellules B.416 Les essais cliniques préliminaires 
utilisant un anticorps dirigé contre Ii (Milatuzumab ou hLL1) ont montré que ce dernier 
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sauvages. Ils suggèrent alors qu’Ii agit comme chaperon de DM de manière indépendante 
à son rôle dans le transport du CMH II. Ils suggèrent qu’Ii faciliterait l’assemblage des 
chaînes de DM, la sortie du RE et la stabilisation du complexe dans les endosomes.344 
 
1.3.11.7. Le rôle d’Ii dans la mobilité des DC 
Lorsque les DC rencontrent un antigène, elles migrent dans les organes lymphoides 
secondaires. Ce mouvement est réalisé grâce à des contractions d’actomyosine.430 On sait 
qu’Ii interagit avec CD44270 et il a été démontré qu’il s’associe aussi avec le moteur de 
myosine II qui contrôle les contractions d’actomyosine.431 Ceci pointe un rôle éventuel d’Ii 
dans la migration des DC. En effet, l’équipe de Lennon-Dumenil a montré que les DC 
dépourvus d’Ii avaient un défaut de migration.432 Les DC sauvages alternent entre des 
mouvements rapides et lents alors que les DC déficientes en Ii ont une mobilité plus 
rapide et plus uniforme. De plus, dans les DC activées, il y a une augmentation de 
l’association d’Ii avec la myosine II. La chaîne invariante est donc un régulateur de la 
mobilité des DC. Ce mécanisme permettrait aux cellules non activées de migrer 
rapidement afin de maximiser les chances de rencontrer un antigène. Inversement, les 
cellules activées réduisent ainsi leur mobilité afin de faciliter la présentation aux cellules T.  
 
1.3.11.8. Le rôle d’Ii comme cible du VIH 
Des études récentes ont établi un lien entre la chaîne invariante et le VIH (virus de 
l’immunodéficience humaine). Tout d’abord, la protéine Nef du VIH interagit avec Ii et 
induit l’accumulation de ce dernier en surface.433, 434 Cette induction d’Ii par Nef est 
observée avec plusieurs virus tels que VIH-1, VIH-2 et SIV, in vitro et in vivo.433-437 
L’amplitude de l’expression d’Ii corrèle avec la progression de la maladie, les faibles 
niveaux d’Ii étant retrouvés chez les patients non progresseurs à long terme.436, 437 Le 
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mécanisme par lequel Nef augmente l’expression de surface d’Ii est une compétition entre 
les deux protéines pour la liaison à AP2. Ainsi, la liaison de Nef à AP2 bloque 
l’internalisation d’Ii par ce dernier, ce qui conduit à une accumulation à la surface.438, 439 In 
vivo, chez les patients infectés par le VIH, Nef augmente aussi les niveaux d’expression d’Ii 
en surface et ces niveaux corrèlent avec l’activation des cellules B et T CD4+. Les cellules 
activées ont une plus grande permissivité au virus440 donc l’accumulation d’Ii causée par 
Nef contribue à la persistance de la maladie.441 La protéine Vpu, qui est une protéine 
accessoire du VIH et qui augmente la relâche virale, se lie également à Ii.442 Les deux 
protéines interagissent via leurs domaines cytoplasmiques respectifs. In vivo, Vpu réduit 
les niveaux de CMH II à la surface et atténue l’activation des cellules T.442 Le mécanisme 
doit être élucidé et le rôle d’Ii dans celui-ci doit être identifié plus précisément. Ensuite, la 
glycoprotéine 41 (gp41) du VIH, qui induit l’entrée du virus dans les cellules, interagit avec 
plusieurs protéines de la cellule hôte. Gp41 interagit avec le domaine extracellulaire d’Ii 
dans les cellules infectées ce qui induit la voie de signalisation de ERK/MAPK et aboutit, in 
fine, à l’augmentation de l’infection.443 Enfin, la protéine Vpx du VIH-2 interagit également 
avec l’extrémité du domaine extracellulaire d’Ii et plus précisément avec les 82 acides 
aminés situés en C-terminal.444 De plus, l’expression de Vpx dans des cellules infectées 
cause une réduction de l’expression d’Ii, probablement due à une augmentation de sa 
dégradation. La protéine Vpx réduit donc l’expression d’Ii pour permettre au virus 
d’échapper au système immunitaire.  
La chaîne invariante semble donc être une cible de premier plan du VIH et a un rôle 
dans la persistance de l’infection. 
 
1.3.12. Le cas particulier de l’isoforme Iip35 
Les deux ARNm codant Ii ont chacun un site alternatif d’initiation de la traduction 
conduisant à la synthèse des formes Iip35 et Iip43. Ces deux protéines possèdent une 
extension de 16 acides aminés de la queue cytoplasmique (voir section 1.3.2).196 Ces deux 
44 
 
 
 
isoformes sont exprimées uniquement chez l’homme.198 La forme Iip43 étant mineure et 
très peu abondante, nous nous intéressons ici à la forme Iip35. Cette dernière représente 
environ 20% de la totalité des molécules de chaîne invariante.112, 196, 200 L’extension de la 
queue de Iip35 contient un motif de rétention dans le RE de type di-arginine R-x-R (Figure 
1-15).115, 445  
 
Figure 1-15 : Extension de la queue cytoplasmique d’Iip35. 
L’extension de la queue cytoplasmique d’Iip35 fait 16 acides aminés de long. Elle contient un motif 
di-arginine R-x-R (triangle gris) de rétention dans le RE ainsi que deux sérines en position 6 et 8 
(flèches verticales). Le motif R-x-R est masqué lors de la liaison du CMH II avec Iip35 et les deux 
sérines sont phosphorylées. Ces deux actions sont nécessaires pour la sortie des complexes du RE. 
Les ronds symbolisent le motif di-leucine de ciblage aux endosomes qui est commun aux deux 
isoformes Iip33 et Iip35. 
 
Ce motif agit de manière dominante puisque les trimères mixtes contenant, ne 
serait-ce qu’une seule forme Iip35, sont retenus dans le RE.112, 205, 330 La sortie du RE est 
possible lorsque le CMH II se lie au trimère de chaîne invariante et que la queue 
cytoplasmique de la chaîne β du CMH II masque le motif R-x-R.446 De plus, une queue 
cytoplasmique du CMH II de seulement trois acides aminés de long est suffisante pour 
masquer efficacement le motif et permettre la sortie du RE.447 L’extension N-terminale 
d’Iip35 contient également deux sérines en position six et huit, qui peuvent être 
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phosphorylées par la famille des protéines kinases C (PKC).201, 448, 449 Cette phosphorylation 
est requise pour la sortie du RE.450 Ainsi, une activation des PKC, par la PMA par exemple, 
augmentera la phosphorylation d’Ii aboutissant à l’augmentation de sa protéolyse et du 
chargement de peptide dans les MIIC.449 Inversement, un mutant d’Ii ne pouvant pas être 
phosphorylé conduit à une dégradation et un transport défecteux.201 De plus, 
contrairement à Iip33, la chaîne invariante Iip35 ne s’accumule pas à la surface puisqu’elle 
est internalisée très rapidement.194, 283 
Le rôle physiologique du motif R-x-R demeure nébuleux mais plusieurs équipes ont 
suggéré que la modification du ratio Iip33/Iip35 pourrait avoir des conséquences sur le 
chargement de peptides, la sortie du RE et la localisation dans les compartiments 
intracellulaires. En effet l’équipe de Cresswell, qui a suivi les intermédiaires protéolytiques 
d’Iip33 et Iip35, a montré que ces fragments pouvaient être différenciés car ils avaient un 
point isoélectrique différent.451 On peut spéculer que les deux isoformes pourraient être 
transportées différemment et pourraient avoir une capacité différente à promouvoir le 
chargement de peptide sur le CMH II. Il a également été démontré que l’expression 
anormale d’Iip35 était associée à plusieurs pathologies. En effet, dans les cellules B de 
patients diabétiques, Iip35 est sous-exprimé ce qui cause une augmentation du transport 
du CMH II ainsi qu’une glycosylation inadéquate et une présentation antigénique 
déficiente.452 La transfection d’Iip35 dans ces cellules anormales permet le rétablissement 
du transport du CMH II et de la présentation antigénique, ce qui suggère un effet direct 
d’Iip35 sur ces fonctions. Ainsi, Iip35 pourrait contribuer au développement du diabète de 
type 1. De plus, il a déjà été démontré qu’Ii est surexprimé dans les cellules de patients 
atteints de CLL.453 Une autre étude a démontré que les cellules issues de CLL exprimaient 
plus d’Iip35 que leurs homologues saines.454 Ainsi, la dérégulation du ratio Iip33/Iip35 
pourrait être caractéristique de ce désordre néoplasique. Enfin, comme les formes Iip33 et 
Iip35 sont exprimées à des niveaux différents, on peut spéculer sur un éventuel 
mécanisme de contrôle de la traduction. Ainsi, la forme Iip35 a un effet particulier sur le 
46 
 
 
 
transport du CMH II et la présentation antigénique et son expression anormale est 
associée à des pathologies. 
 
1.4. Hypothèses et objectifs 
La chaîne invariante joue un rôle clé dans la présentation antigénique. Elle a un 
impact sur le transport et l’expression du CMH II, la présentation antigénique et la 
sélection thymique. Elle assure aussi d’autres fonctions indépendantes du CMH II comme 
la maturation des cellules B, la mobilité des DC ou encore l’adhésion de H. pylori ou du VIH 
sur les cellules. L’isoforme Iip35 est particulière par son motif de rétention dans le RE et a 
un impact particulier sur le transport du CMH II et des autres isoformes d’Ii. De plus, son 
expression anormale est observée dans plusieurs pathologies. Cependant, bien que la 
chaîne invariante ait été découverte il y a plus de 30 ans, très peu d’études se sont 
penchées sur l’isoforme Iip35 et de nombreuses questions restent sans réponse. En 
particulier le rôle physiologique du motif de rétention d’Iip35 demeure nébuleux. Notre 
hypothèse de travail est qu’Iip35 serait capable d’assurer les fonctions de la chaîne 
invariante mais pourrait avoir un rôle distinct et contrôler la présentation antigénique. 
Pour élucider le rôle d’Iip35, nous avons généré un modèle de souris transgéniques 
exprimant Iip35. L’utilisation d’animaux transgéniques nous permet de déterminer 
l’impact d’Iip35 sur l’organisme entier. Il est ainsi possible, non seulement d’analyser les 
cellules dans des conditions physiologiques, mais aussi de permettre les interactions entre 
les différentes cellules et organes, ce qui est nécessaire au développement des cellules et 
de la réponse immunitaire. Les souris C57BL/6 sont une cible de choix pour réaliser nos 
expériences puisque la majeure partie des études sur Ii ont été faites sur ces souris, 
notamment les études utilisant les souris déficientes en chaîne invariante. En faisant 
l’acquisition de ces souris mIiKO très bien caractérisées, on peut alors faire une 
comparaison directe des résultats de nos souris Tg avec ceux publiés avec les souris mIiKO. 
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L’objectif de ce projet est donc d’évaluer l’impact de l’isoforme Iip35 sur les 
fonctions d’Ii. Plus précisément nous éluciderons les cinq points suivants : 
 L’impact d’Iip35 sur la conformation du CMH II, son transport intracellulaire ainsi 
que son expression en surface.  
 Le rôle d’Iip35 sur la présentation des lipides par les molécules CD1d et la sélection 
thymique des cellules T invariantes iNKT.  
 Le rôle d’Iip35 dans le phénotype et la sélection thymique des cellules T CD4+. 
 L’implication d’Iip35 dans la maturation des cellules B.  
 La fonction d’Iip35 dans la présentation antigénique.  
 
La réponse à ces questions permettra de mieux cerner la fonction de l’isoforme 
Iip35 et de déterminer si elle assure les fonctions connues d’Ii et si elle a une fonction 
particulière et différente. Dans le futur, ceci permettra d’évaluer précisément comment 
Iip35 peut contribuer au développement de certaines pathologies, comme le diabète ou 
des cancers, et d’éventuellement l’utiliser comme outil pronostic ou cible thérapeutique.  
 Chapitre 2. Résultats de l’article n°1 
 
2.1. Contribution des auteurs 
Catherine Ménard a commencé ce projet et a muté, optimisé et cloné Iip35 dans le 
vecteur pDOI6 et l’a testé in vitro. Elle a généré, génotypé et fait la caractérisation 
préliminaire des premières souris transgéniques. J’ai génotypé et réalisé les croisements 
de souris ainsi que géré la colonie de souris. J’ai réalisé et analysé toutes les expériences 
présentées dans cet article et fait les figures. J’ai écrit le papier conjointement avec 
Jacques Thibodeau. Nathalie Labrecque a apporté l’expertise pour la gestion de la colonie 
de souris ainsi que pour la réalisation et l’analyse des expériences. Elle a fourni des 
réactifs essentiels et a révisé l’article. Jacques Thibodeau a planifié le projet et les 
expériences, analysé les résultats et a revu et corrigé l’article.  
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cells in the absence of endogenous CD74 
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2.3. Abstract 
The invariant chain (Ii; CD74) has pleiotropic functions and Ii-deficient mice show 
defects in MHC class II (MHC II) transport and B-cells maturation. In humans, but not in 
mice, a minor Iip35 isoform of unknown function includes an endoplasmic reticulum-
retention motif that is masked upon binding of MHC II molecules. To gain further insight 
into the roles of Ii in B-cell homeostasis, we generated Iip35 transgenic mice (Tgp35) and 
bred these with mice deficient for Ii (Tgp35/mIiKO). Iip35 was shown to compete with mIi 
for the binding to I-Ab. In addition, classical endosomal degradation products (p20/p10) 
and the class II-associated invariant chain peptide (CLIP) fragment were detected. 
Moreover, Iip35 favored the formation of compact peptide-MHC II complexes in the 
Tgp35/mIiKO mice. I-Ab levels were restored at the plasma membrane of mature B-cells 
but Iip35 affected the fine conformation of MHC II molecules as judged by the increased 
reactivity of the AF6-120.1 antibody in permeabilized cells. However, the human Iip35 
cannot fully replace the endogenous Ii. Indeed, most immature B-cells in the bone marrow 
and spleen of transgenic mice had reduced surface expression of MHC II molecules, 
demonstrating a dominant-negative effect of Iip35 in Tgp35 mice. Interestingly, while 
maturation to follicular B-cells was normal, Iip35 expression appeared to reduce the 
proportions of marginal zone B-cells. These results emphasize the importance of Ii in B-cell 
homeostasis and suggest that Iip35 could have regulatory functions.  
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ƚŽ ƚƌĂŶƐĚƵĐĞ ƐŝŐŶĂůƐ ĨŽůůŽǁŝŶŐ ĐůĞĂǀĂŐĞ ŽĨ ŝƚƐ ƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĞĚŽŵĂŝŶ ĂŶĚ ƌĞůĞĂƐĞŽĨ ŝƚƐ
ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝĐƚĂŝů;ϮϱͿ͘/ŶĂĚĚŝƚŝŽŶ͕ĂƚƚŚĞĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞ͕/ŝƐĞƌǀĞƐĂƐƚŚĞƌĞĐĞƉƚŽƌĨŽƌďŽƚŚƚŚĞ
ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞ ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ ŝŶŚŝďŝƚŽƌǇ ĨĂĐƚŽƌ ;D/&Ϳ ĂŶĚ ,ĞůŝĐŽďĂĐƚĞƌ ƉǇůŽƌŝ ;ϯϮ͕ ϯϯͿ͘ DŽƌĞ
ƌĞĐĞŶƚůǇ͕ /ŝŚĂƐďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŽŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚŵǇŽƐŝŶƚŽŶĞŐĂƚŝǀĞůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚĞŶĚƌŝƚŝĐĐĞůůƐ
;ƐͿŵŽƚŝůŝƚǇŝŶǀŝǀŽ;ϯϰͿ͘dŚĞŵŽƐƚƌĞĐĞŶƚƐƚƵĚŝĞƐŚĂǀĞďĞĞŶƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶŵŝĐĞĂŶĚƚŚĞ
ƌĞƐƵůƚƐƐƵŐŐĞƐƚƚŚĂƚ/ŝƐƚƌŽŶŐůǇŝŵƉĂĐƚƐƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨŝŵŵƵŶĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘
/ŶŵŝĐĞ͕ ĂůƚĞƌŶĂƚŝǀĞ ƐƉůŝĐŝŶŐŽĨ ĞǆŽŶ ϲ ŝŶ /ŝŵZE ůĞĂĚƐ ƚŽ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶŽĨ ƚǁŽ
ŝƐŽĨŽƌŵƐŽĨϯϭŬĂ;/ŝƉϯϭͿĂŶĚϰϭŬĂ;/ŝƉϰϭͿ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ ;ϯϱͿ͘dŚĞĂĚĚŝƚŝŽŶĂůĚŽŵĂŝŶ ŝŶ
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Iip41 serves as a chaperone for various cathepsins in the endocytic pathway (36). In 
humans, the use of two different start codons on each mRNA allows the production of a 
total of four isoforms termed Iip33, Iip35, Iip41, and Iip43, the last two comprising the 
cathepsin binding domain (37). The Iip33 and Iip35 isoforms are predominant, Iip33 being 
about four times more abundant than Iip35 (1, 38, 39). A type II protein, the Iip35 isoform 
bears a 16-amino acid N-terminal cytoplasmic extension. This region contains an Arg-x-Arg 
(RxR) ER retention motif which is inactivated upon phosphorylation of two adjacent 
serines and association of MHC II molecules (39-44). Unlike Iip33, Iip35 is rapidly 
internalized, preventing any accumulation at the plasma membrane (45, 46). Iip35/p43 
isoforms are dominant and dictate the fate of mixed Ii trimers (38, 40).  
While the physiological role of Ii’s RxR motif is unknown, some studies have 
determined that the deregulation of the Iip33/Iip35 ratio impacts peptide loading, ER exit 
rate and compartment localization. Newcomb and Cresswell (41) tracked proteolytic 
intermediates to show that Iip33 and Iip35 are differentially transported to endosomes 
and vary in their capacity to support peptide loading. In addition, Anderson and Roche 
(43) demonstrated that Iip35 phosphorylation increases both its degradation and MHC II 
peptide loading, suggesting a possible post-translational regulation of antigen 
presentation.  
Ii-null C57BL/6 mice present defects in I-Ab folding and trafficking that lead to 
reduced antigen presentation. To further investigate the biology of Ii and its role in B-cell 
homeostasis, we generated transgenic mice expressing exclusively the human Iip35 
isoform on both murine Ii-proficient and -deficient backgrounds. 
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
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Ϯ͘ϱ͘ DĞƚŚŽĚƐ
'ĞŶĞƌĂƚŝŽŶŽĨdŐŵŝĐĞ
dŚĞ/ŝĐEĞŶĐŽĚŝŶŐĞǆĐůƵƐŝǀĞůǇƚŚĞ/ŝƉϯϱŝƐŽĨŽƌŵǁĂƐŐĞŶĞƌĂƚĞĚďǇŵƵƚĂƚŝŶŐƚŚĞ
ƐĞĐŽŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ ƚŽĂŶĂůĂŶŝŶĞ ;ϰϮͿ͘dŚŝƐĐEǁĂƐŽƉƚŝŵŝǌĞĚĂƚ ƚŚĞ<ŽǌĂŬƐĞƋƵĞŶĐĞ͕
ĐůŽŶĞĚƵŶĚĞƌƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨƚŚĞŵƵƌŝŶĞ /ŝŐĞŶĞƉƌŽŵŽƚĞƌ ŝŶƚŚĞƉK/ϲǀĞĐƚŽƌ͕ ůŝŶĞĂƌŝǌĞĚ
ĂŶĚ ŝŶũĞĐƚĞĚ ŝŶƚŽ&ǀŵŝĐĞĞŵďƌǇŽƐ ;ϰϳͿ͘KĨĨƐƉƌŝŶŐǁĞƌĞŐĞŶŽƚǇƉĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ
/ŝƉϯϱ ďǇ WZ ƵƐŝŶŐ ƚŚĞ ĨŽůůŽǁŝŶŐ ƉƌŝŵĞƌƐ͗ ϱ͛Ͳ'd''ddͲϯ͛ ĂŶĚ ϱ͛Ͳ
''d'd'd''Ͳϯ͛͘ dŚƌĞĞ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ĨŽƵŶĚĞƌƐ ;dŐƉϯϱͿ ǁĞƌĞ ŽďƚĂŝŶĞĚ ĂŶĚ ďƌĞĚ
ǁŝƚŚ ϱϳ>ͬϲ ŵŝĐĞ ĨŽƌ ϮϬ ŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶƐ͘ dŽ ŽďƚĂŝŶ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐ /ŝƉϯϱ ŵŝĐĞ ĚĞǀŽŝĚ ŽĨ
ŵƵƌŝŶĞ /ŝ ;dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KͿ͕ dŐƉϯϱ ŵŝĐĞ ǁĞƌĞ ďƌĞĚ ǁŝƚŚ ϱϳ>ͬϲͲŵ/ŝ<K ŵŝĐĞ ;:ĂĐŬƐŽŶ
>ĂďŽƌĂƚŽƌŝĞƐ͕Ăƌ,ĂƌďŽƌ͕D͕h^Ϳ ĨŽƌ ϮϬŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶƐ͘ dŚĞŵ/ŝ ŐĞŶĞǁĂƐŐĞŶŽƚǇƉĞĚďǇ
WZĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ;ϮϳͿ͘ůůĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚƚŚĞ
ĂŶĂĚŝĂŶŽƵŶĐŝůŽĨŶŝŵĂůĂƌĞ͘

ŶƚŝďŽĚŝĞƐĂŶĚƉĞƉƚŝĚĞ
hϰϱĂŶĚWŝŶͲϭŵŽƵƐĞŚǇďƌŝĚŽŵĂƐƉƌŽĚƵĐĞ /Ő'ϭŵďƐƚŚĂƚƐƉĞĐŝĨŝĐĂůůǇƌĞĐŽŐŶŝǌĞ
ƚŚĞͲĂŶĚEͲƚĞƌŵŝŶĂůƉĂƌƚƐŽĨŚƵŵĂŶ/ŝ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ;ϯϴ͕ϰϴͿ͘dŚĞǇǁĞƌĞƉƵƌŝĨŝĞĚĨƌŽŵĐĞůů
ĐƵůƚƵƌĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚƐĂŶĚĐŽƵƉůĞĚƚŽůĞǆĂͲϲϰϳ;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ͕^ĂŶŝĞŐŽ͕͕h^Ϳ͘>ŝŬĞǁŝƐĞ͕
/ŶͲϭ͕ Ă ƌĂƚ /Ő'Ϯď ŵď ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ ƚŚĞ EͲƚĞƌŵŝŶĂů ƉĂƌƚ ŽĨ ŵƵƌŝŶĞ /ŝ ;ͲWŚĂƌŵŝŶŐĞŶ͕
DŝƐƐŝƐƐĂƵŐĂ͕ĂŶĂĚĂͿ͕ǁĂƐĐŽƵƉůĞĚƚŽůĞǆĂͲϲϰϳ͘dŚĞͲϲŵď;^ĂŶƚĂƌƵǌŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ͕
/ŶĐ͕͘ ^ĂŶƚĂͲƌƵǌ͕ ͕ h^Ϳ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞƐ ƚŚĞ ͲƚĞƌŵŝŶĂů ƉĂƌƚ ŽĨ ŚƵŵĂŶ ĂŶĚ ŵŽƵƐĞ /ŝ͘ dŚĞ
Dϱͬϭϭϰ ĂŶƚŝďŽĚǇ ǁŚŝĐŚ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞƐ ƚŚĞ /ͲďβĐŚĂŝŶ ǁĂƐ ƉƵƌŝĨŝĞĚ ĨƌŽŵ ĐĞůů ĐƵůƚƵƌĞ
ƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚƐ͕ǁŚŝůĞ ƚŚĞϯϬͲϮͲ&/dŵďƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ ƚŚĞ>/Wͬ/ͲďĐŽŵƉůĞǆǁĂƐƉƵƌĐŚĂƐĞĚ
ĨƌŽŵ ^ĂŶƚĂ ƌƵǌ ŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ͕ /ŶĐ͘ ϭϭĐͲďŝŽƚŝŶ͕ /ŐDͲWĞƌĐW͕ /ŐͲ&/d͕ ĂŶĚ ϮϭͲW
ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵWŚĂƌŵŝŶŐĞŶ͘dŚĞαͲ/ŐDͲW͕αͲϮϮϬͲ&/d͕ĂŶĚαͲ/Ͳďβ
;ϮϴͲϭϲͲϴ^͖ŵŽƵƐĞ /ŐDͿĂŶƚŝďŽĚŝĞƐǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵ/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ͘ŶƚŝďŽĚŝĞƐĂŐĂŝŶƐƚ /Ͳ




ďβ;&ϲͲϭϮϬ͘ϭͿ͕/ŐͲWĞƌĐW͕ϭϵͲW͕ĂŶĚϭϵͲůĞǆĂϲϰϳǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵŝŽůĞŐĞŶĚ
;^ĂŶ ŝĞŐŽ͕ ͕ h^Ϳ͕ ǁŚŝůĞ ƚŚĞ αͲĂĐƚŝŶ ǁĂƐ ŽďƚĂŝŶĞĚ ĨƌŽŵ ĂůďŝŽĐŚĞŵ ;DŝƐƐŝƐƐĂƵŐĂ͕
ĂŶĂĚĂͿ͘dŚĞƌĂƚĂŶƚŝͲŵŽƵƐĞ,ϮͲD;ϮϯͿǁĂƐĂŬŝŶĚŐŝĨƚĨƌŽŵƌ>͘<ĂƌůƐƐŽŶ͘dŚĞŵŽƵƐĞ
ĂŶƚŝͲ/Ͳď<>ϮϵϱŚǇďƌŝĚŽŵĂǁĂƐƉƵƌĐŚĂƐĞĚ ĨƌŽŵdĂŶĚĂŶƚŝďŽĚŝĞƐǁĞƌĞƉƵƌŝĨŝĞĚ ĨƌŽŵ
ĐĞůůƐĐƵůƚƵƌĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚ͘
^ĞĐŽŶĚĂƌǇ ƌĞĂŐĞŶƚƐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐ ƐƚƌĞƉƚĂǀŝĚŝŶĞͲW͕ ŐŽĂƚ ĂŶƚŝͲŵŽƵƐĞ /Ő' ƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͕
ĂŶĚŐŽĂƚĂŶƚŝͲƌĂƚƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͕ǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵ:ĂĐŬƐŽŶ /ŵŵƵŶŽZĞƐĞĂƌĐŚ͕ /ŶĐ͘;tĞƐƚ
'ƌŽǀĞ͕ W͕ h^Ϳ͕ ǁŚŝůĞ ƚŚĞ ĚŽŶŬĞǇ ĂŶƚŝͲƌĂƚͲW ĂŶĚ ƚŚĞ ĂŶƚŝͲŵŽƵƐĞ /Ő dƌƵĞ ďůŽƚ ǁĞƌĞ
ŽďƚĂŝŶĞĚĨƌŽŵĞŝŽƐĐŝĞŶĐĞ;^ĂŶŝĞŐŽ͕͕h^Ϳ͘dŚĞďŝŽƚŝŶǇůĂƚĞĚ>/WƉĞƉƚŝĚĞ;ϴϭƚŽϭϬϱ
ƐĞŐŵĞŶƚŽĨ/ŝͿǁĂƐƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵůŝŵŝŽƉŚĂƌŵĂĐĞƵƚŝĐĂůƐ/ŶĐ͘;,ĂǇǁĂƌĚ͕͕h^Ϳ͘

&ůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ
^ƉůĞĞŶĂŶĚďŽŶĞŵĂƌƌŽǁ;DͿǁĞƌĞĚŝƐƐŽĐŝĂƚĞĚƚŽŽďƚĂŝŶƐŝŶŐůĞĐĞůůƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶƐ͘
ZĞĚďůŽŽĚĐĞůůƐǁĞƌĞůǇƐĞĚďǇŝŶĐƵďĂƚŝŶŐƚŚĞŵĨŽƌϱŵŝŶŝŶϬ͘ϴϯйE,ϰů͘ĞůůƐ;ϭϬϲͿǁĞƌĞ
ƌĞƐƵƐƉĞŶĚĞĚ ŝŶW^͕&^ϯйĂŶĚ,W^ϭϬŵDĂŶĚƐƚĂŝŶĞĚ ĨŽƌϯϬŵŝŶŽŶ ŝĐĞ͘&Žƌ ƚŽƚĂů
ƐƚĂŝŶŝŶŐ͕ĐĞůůƐǁĞƌĞƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĞĚĨŽƌϭϬŵŝŶŝŶƚŚĞƐĂŵĞďƵĨĨĞƌĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϬ͘ϭйƐĂƉŽŶŝŶ͘
ĞůůƐǁĞƌĞ ĂŶĂůǇǌĞĚ ŽŶ Ă &^ĂůŝďƵƌ£ ĨůŽǁ ĐǇƚŽŵĞƚĞƌ ;ĞĐƚŽŶŝĐŬŝŶƐŽŶ͕DŝƐƐŝƐƐĂƵŐĂ͕
ĂŶĂĚĂͿ͘

tĞƐƚĞƌŶďůŽƚĂŶĂůǇƐŝƐ
^ƉůĞŶŽĐǇƚĞƐǁĞƌĞĐŽůůĞĐƚĞĚďǇĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƚŝŽŶƌĞƐƵƐƉĞŶĚĞĚŝŶůǇƐŝƐďƵĨĨĞƌ;ϭϱϬŵD
EĂů͕ϮϬŵDdƌŝƐͲ,ů͕ϭйŚĂƉƐŽƌϭйdƌŝƚŽŶͿ͕ŬĞƉƚŽŶŝĐĞĨŽƌϯϬŵŝŶ͕ĂŶĚƚŚĞŶƉĞůůĞƚĞĚƚŽ
ĞůŝŵŝŶĂƚĞ ŶƵĐůĞŝ ĂŶĚ ĚĞďƌŝƐ͘ WƌŽƚĞŝŶ ĞǆƚƌĂĐƚƐ ǁĞƌĞŵŝǆĞĚ ǁŝƚŚ ƌĞĚƵĐŝŶŐ >ĂĞŵŵůŝ ďƵĨĨĞƌ
;Ϯй^^Ϳ͕ďŽŝůĞĚĨŽƌϱŵŝŶ͕ĂŶĚƌĞƐŽůǀĞĚďǇ^^ͲW';ϭϮйͿ͕ƵŶůĞƐƐŵĞŶƚŝŽŶĞĚŽƚŚĞƌǁŝƐĞ͘
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After transfer, membranes were incubated overnight with specified mAbs and revealed 
with the appropriate HRP-coupled secondary Ab.  
For immunoprecipitations, mAbs or isotypic controls were coupled to sepharose 
beads (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) in lysis buffer for 1 h at 4°C and washed three 
times. Cell lysates were then incubated with Ab-coupled beads in lysis buffer overnight at 
4°C. After three washes, beads were resuspended in Laemmli buffer and boiled for 5 min, 
unless mentioned otherwise. Proteins were resolved by SDS-PAGE and analyzed on 
immunoblots. 
 
Splenic DC isolation 
Isolated spleens were digested using 0.1% collagenase D and 20 µg.mL-1 DNAse for 
45 min at 37°C. Cell suspensions were filtered on a 70 µm nylon filter (BD FalconTM) and 
washed in PBS, 0.5% BSA, and 2 mM EDTA. Harvested cells were then added on a 14.7% 
nycodenz solution (Sigma, Oakville, Canada), centrifuged for 20 min at 1200 x g and 
washed twice in complete media. 
 
BM-derived DCs  
BM-derived DCs (BMDCs) were generated as described previously (49). Briefly, BM 
cells were cultivated for 7 days with GM-CSF 500 U.mL-1 (Invitrogen) and IL-4 (~ 250U/mL), 
originating from P815-IL-4 hybridoma supernatant. 
 
2.6. Results 
Generation of transgenic Iip35 mice 
The Iip35 cDNA was obtained by mutating the second methionine-encoding triplet 
(42). This prevents internal translation initiation and production of the Iip33 isoform. The 
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cDNA was cloned under the control of the murine Ii gene promoter in the pDOI6 vector 
and injected in mice embryos (47). We obtained three different founders which were bred 
with C57BL/6 to obtain Tgp35 mice. In addition, mice were bred with Ii-null C57/BL6 mice 
to generate animals that only express the human Iip35 (Tgp35/mIiKO). Most experiments 
were performed on the offspring of all founders and generated the same results. As 
expected, using the human Ii-specific Pin-1 mAb, western blotting revealed that Iip35 was 
expressed in both Tgp35 and Tgp35/mIiKO mice splenocytes (Supplementary Figure S1). 
 
Expression of Iip35 in APCs 
The pattern of Iip35 protein expression in Tg mice was assessed by flow cytometry 
in different cell types. As seen in Fig. 2-1, Iip35 was found in APCs, but its expression was 
heterogeneous. Moreover, as opposed to the endogenous mIi, only a fraction of cells in 
any given APC population expressed Iip35. Indeed, ~ 33% of splenic B-cells, ~ 47% of 
splenic DCs and ~ 24% of BMDCs were positive for Iip35 (Fig. 2-1A-D). Interestingly, the 
endogenous mIi was more abundant in the Tgp35 B-cells compared with wild-type (Fig. 2-
1B, right panel) and this difference was significant (Fig. 2-1C, left panel). The analysis was 
also performed on cells double-stained for mIi and Iip35. The results confirmed the 
significant increase of mIi in Iip35+ versus Iip35- cells (Fig. 2-1C, right panel), suggesting 
that Iip35 and mIi compete for binding to MHC II molecules. While it has yet to be 
determined why the overall pattern of Iip35 expression does not match that of the 
endogenous Ii, it remains that all three founders showed the same phenotype (data not 
shown).  
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Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules  
The human Ii has previously been shown to bind murine MHC II molecules (50). 
Likewise, I-Ab co-immunoprecipitated Iip35 from lysates of Tgp35 and Tgp35/mIiKO 
splenocytes (Fig. 2-2A). Iip35 was also co-immunoprecipitated with the endogenous mIi in 
Tgp35 cells (Fig. 2-2A). Accordingly, mIi was co-immunoprecipitated with I-Ab and Iip35 
(hIi) in Tgp35 cells (Fig. 2-2B). Ig light chains of antibodies used for immunoprecipitations 
were all recognized by the anti-rat secondary antibody used for blotting and are identified 
by a bracket.  
We then asked if the presence of mIi in Tgp35 mice could affect Iip35 expression 
compared with Tgp35/mIiKO mice. As seen in Fig. 2-2C, CD19+ splenocytes from both Tg 
mice expressed similar levels of Iip35, based on the staining with BU45, a mAb which 
recognizes the C-terminal end of unprocessed hIi. However, almost twice as many cells 
expressed Iip35 in the Tgp35/mIiKO mice compared with Tgp35 mice (51% versus 27%, 
respectively).  
Next, we investigated whether Iip35 could egress the ER and be processed to low 
molecular weight intermediates. For these experiments, we used the highly sensitive D-6 
mAb. Iip35 was immunoprecipitated from Tgp35/mIiKO cells and analyzed on 
immunoblots (Fig. 2-2D). Two fragments of 22 kDa (p22) and 10 kDa (p10) were detected, 
a pattern consistent with the degradation of Iip35 by pH-sensitive cysteine proteases in 
the endocytic pathway (2, 3). These results indicate that the initial steps in Iip35 
maturation are normal and that the RxR retention motif can be masked by I-Ab, allowing 
ER egress and trafficking to degradative endocytic compartments.  
The pattern of Iip35 degradation fragments suggests that p10 would eventually be 
cleaved by cathepsins in endosomes to generate CLIP. To test this, we used the 30-2 mAb 
raised against the human CLIP-I-Ab complex (51). Although this mAb can cross-react with I-
Ab associated with the mouse CLIP on LPS-activated wild-type blasts (51), its reactivity is 
weak; no signal was detected in C57BL/6 mice under our experimental conditions (Fig. 2-
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ĐŚĂŝŶƐŽďƐĞƌǀĞĚƵŶĚĞƌĚĞŶĂƚƵƌŝŶŐĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ ;&ŝŐ͘ϮͲϯͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ƐĂŵƉůĞƐĨƌŽŵƚŚĞ
dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<K ƐŚŽǁĞĚ ƉƌŝŶĐŝƉĂůůǇ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ ĐŽŵƉĂĐƚ ĨŽƌŵƐ͘ dŚĞ ďĂŶĚ ŝƐ ǁĞĂŬ͕
ƉƌŽďĂďůǇĚƵĞƚŽƚŚĞůŽǁĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ/ŝƉϯϱŝŶŵĂŶǇĐĞůůƐ;ƐĞĞ&ŝŐ͘ϮͲϮͿ͘^ƚŝůů͕ƚŚĞƌĞǁĂƐŶŽ
ĨůŽƉƉǇ ŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐ ŝŶ ƚŚĞƐĞ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͘ hƉŽŶ ďŽŝůŝŶŐ͕ ƚŚĞ ĐŽŵƉĂĐƚ ĨŽƌŵƐ ǁĞƌĞ ůŽƐƚ͘
ůƚŚŽƵŐŚDϱͬϭϭϰ ŝƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂůůǇ Ă ĐŽŶĨŽƌŵĞƌ͕ ŝƚ ŚĂƐ ďĞĞŶ ƐŚŽǁŶ ƚŽ ĚĞƚĞĐƚ ƌĞĚƵĐĞĚ ĂŶĚ




ĚĞŶĂƚƵƌĞĚ/ͲďβĐŚĂŝŶƐŽŶǁĞƐƚĞƌŶďůŽƚƐ;ϮϯͿ͘/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕DϱͬϭϭϰƐŽŵĞǁŚĂƚƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚ
ƚŚĞ ŝƐŽůĂƚĞĚϮϵ ŬĂβ ĐŚĂŝŶ ŝŶŽƵƌŶŽŶͲƌĞĚƵĐĞĚƐĂŵƉůĞƐ ĨƌŽŵƚŚĞdŐƉϯϱ ůǇƐĂƚĞƐ͕ ƌĂŝƐŝŶŐ
ƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƚŚĂƚĂĨƌĂĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞŵŽůĞĐƵůĞƐĂƌĞŝŵƉƌŽƉĞƌůǇŽǆŝĚŝǌĞĚŝŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ
/ŝƉϯϱ͘  ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ƐŚŽǁ ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ƉƌŽŵŽƚĞƐ ƚŚĞ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ŽĨ ĐŽŵƉĂĐƚ
ĐŽŵƉůĞǆĞƐďƵƚŐĞŶĞƌĂƚĞƐĂůƐŽŚŝŐŚͲŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚĂŐŐƌĞŐĂƚĞƐ͘

/ŝƉϯϱĂĨĨĞĐƚƐƚŚĞůŽĂĚŝŶŐŽĨĞǆŽŐĞŶŽƵƐƉĞƉƚŝĚĞƐ
tŚŝůĞƉƌĞǀŝŽƵƐƐƚƵĚŝĞƐŚĂǀĞƐŚŽǁŶƚŚĂƚ/ŝͲŶƵůůĐĞůůƐĚŝƐƉůĂǇůĞƐƐD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͕
ƚŚĞŝƌ ĨůŽƉƉǇ Žƌ ^^ͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞ ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ĂůůŽǁƐ ĨŽƌ ďĞƚƚĞƌ ďŝŶĚŝŶŐ ŽĨ ĞǆŽŐĞŶŽƵƐ
ƐǇŶƚŚĞƚŝĐ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ;ϭϰͲϭϲͿ͘ 'ŝǀĞŶ ƚŚĞ /ŝƉϯϱͲŵĞĚŝĂƚĞĚ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶ ĐŽŵƉĂĐƚ D, // /Ͳď
ŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐŝŶdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KŵŝĐĞ͕ǁĞĂƐŬĞĚǁŚĞƚŚĞƌƚŚĞůŽĂĚŝŶŐŽĨĞǆŽŐĞŶŽƵƐƉĞƉƚŝĚĞƐ
ĐŽƵůĚ ďĞ ĂĨĨĞĐƚĞĚ͘ tĞ ƵƐĞĚ ƚŚĞ ƐǇŶƚŚĞƚŝĐ ŚƵŵĂŶ >/W ƉĞƉƚŝĚĞ ǁŚŝĐŚ ĨŽƌŵƐ Ă ƐƚƌŽŶŐ
ĐŽŵƉůĞǆ ǁŝƚŚ /Ͳď ;ϱϱ͕ ϱϲͿ͘ WƵƌŝĨŝĞĚ ƐƉůĞĞŶ ĐĞůůƐ ǁĞƌĞ ŝŶĐƵďĂƚĞĚ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ďŝŽƚŝŶǇůĂƚĞĚ
ƐǇŶƚŚĞƚŝĐƉĞƉƚŝĚĞďĞĨŽƌĞƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĂƚŝŽŶĂŶĚŝŶĐƵďĂƚŝŽŶǁŝƚŚƚŚĞ/ŝƉϯϱͲƐƉĞĐŝĨŝĐŵď͘KƵƌ
ƌĞƐƵůƚƐĐŽŶĨŝƌŵĞĚƚŚĂƚ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚĐĞůůƐŚĂĚƐƚƌŽŶŐƉĞƉƚŝĚĞďŝŶĚŝŶŐĂďŝůŝƚŝĞƐ;&ŝŐ͘ϮͲϯͿ͘ /Ŷ
dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KĐĞůůƐ͕ŚŝŐŚ/ŝƉϯϱĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƐƚƌŽŶŐůǇĚĞĐƌĞĂƐĞĚƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨƚŚĞĞǆŽŐĞŶŽƵƐ
ƉĞƉƚŝĚĞƐ͘EŽĞĨĨĞĐƚŽĨ/ŝƉϯϱǁĂƐŽďƐĞƌǀĞĚŝŶdŐƉϯϱĐĞůůƐƚŚĂƚĂůƌĞĂĚǇďŝŶĚůŝƚƚůĞĞǆŽŐĞŶŽƵƐ
ƉĞƉƚŝĚĞƐ͘dŽŐĞƚŚĞƌ͕ƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐĐŽŶĨŝƌŵƚŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨ/ŝƉϯϱŽŶƚŚĞĨŝŶĞĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨ/Ͳ
ď͘

/ŝƉϯϱŝŶĐƌĞĂƐĞƐD,//ƐƵƌĨĂĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ
/ŶdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KĐĞůůƐ͕ /ŝƉϯϱĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ůĞǀĞůƐŽĨD, // ĐŽŵƉĂĐƚ ĨŽƌŵƐ͕
ǁŚŝĐŚǁĞƌĞĚĞƚĞĐƚĞĚŽŶŝŵŵƵŶŽďůŽƚƐ;&ŝŐ͘ϮͲϯͿ͘hƐŝŶŐĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ͕ǁĞŶĞǆƚĂƐƐĞƐƐĞĚ
ƚŚĞ ĞĨĨĞĐƚ ŽĨ /ŝƉϯϱ ŽŶ /Ͳď ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ Ɛ ĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ /Ͳď ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ǁĂƐ
ƌĞĚƵĐĞĚĂƚƚŚĞƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞŽĨŵ/ŝ<KŵŝĐĞ;D&sсϴ͘ϳͿĐŽŵƉĂƌĞĚǁŝƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞŵŝĐĞ



;D&sсϮϲ͘ϮͿ;&ŝŐ͘ϮͲϰĂŶĚͿ͘/Ŷϱϳ>ͬϲŵŝĐĞ͕/ŝƉϯϱĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚŝĚŶŽƚĂĨĨĞĐƚ/ͲďůĞǀĞůƐ͘
/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ŝŶ /ŝͲŶƵůů ŵŝĐĞ ;dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KͿ ƐƉůĞĞŶ ĐĞůůƐ͕ /ŝƉϯϱ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇ
ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ D, // ŵŽůĞĐƵůĞƐ ;D&sсϭϱ͘ϭͿ͘ ^ƵĐŚ ĂŶ ŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐƌĞĨůĞĐƚƐ͕ĂƚůĞĂƐƚŝŶƉĂƌƚ͕ƚŚĞĨĂĐƚƚŚĂƚŽŶůǇĂďŽƵƚŽŶĞƚŚŝƌĚ
ŽĨϭϵнĐĞůůƐĞǆƉƌĞƐƐ/ŝƉϯϱ;&ŝŐ͘ϮͲϭ͖ĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿ͘
tĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŚƌĞĞͲĐŽůŽƌĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇƚŽďĞƚƚĞƌĞǀĂůƵĂƚĞƚŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨ/ŝƉϯϱŝŶ
ͲĐĞůůƐ͘ /ƐŽůĂƚĞĚƐƉůĞĞŶĐĞůůƐǁĞƌĞƐƚĂŝŶĞĚĨŽƌϭϵĂŶĚD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͕ƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĞĚ
ĂŶĚ ƐƚĂŝŶĞĚ ĨŽƌ /ŝƉϯϱ ƵƐŝŶŐ hϰϱ͘ tŚŝůĞ D, // ůĞǀĞůƐ ǁĞƌĞ ůŽǁ Ăƚ ƚŚĞ ƐƵƌĨĂĐĞ ŽĨ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ͲĐĞůůƐ͕ ƚŚĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ /ŝƉϯϱ ƌĞƐƚŽƌĞĚ ŶŽƌŵĂů ůĞǀĞůƐ ŝŶ Ă ĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ
ŵĂŶŶĞƌ ;&ŝŐ͘ ϮͲϰ͕ ƌŝŐŚƚ ƉĂŶĞůͿ͘tŚŝůĞ Ă ĚĞĨŝŶĞĚ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ ŽĨ ĐĞůůƐ ;ĐŝƌĐůĞĚͿ ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ
ŚŝŐŚ ůĞǀĞůƐ ŽĨ /ŝƉϯϱ ĂŶĚ ůŽǁ ůĞǀĞůƐ ŽĨ /ͲďǁĂƐ ĂƉƉĂƌĞŶƚ͕ ƚŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ Ɛƚŝůů ĐŽŶĨŝƌŵ ƚŚĂƚ
/ŝƉϯϱŝƐĨƵŶĐƚŝŽŶĂů ŝŶĂƐƐŝƐƚŝŶŐƚŚĞĨŽůĚŝŶŐĂŶĚƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐŽĨ/Ͳď ŝŶĂĨƌĂĐƚŝŽŶŽĨŵŽƵƐĞͲ
ĐĞůůƐ͘

dŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨŵ/ŝĂůƚĞƌƐƚŚĞĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨ/Ͳď
ůƚŚŽƵŐŚ ǁĞ ŚĂǀĞ ƐŚŽǁŶ ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ĐĂŶ ƌĞƐƚŽƌĞ /Ͳď ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ ƚŚĞ
ƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƌĞŵĂŝŶƐƚŚĂƚŝƚĂůƐŽĐĂƵƐĞƐƚŚĞŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶŽĨD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͘
dŚŝƐǁĂƐĨŝƌƐƚƚĞƐƚĞĚďǇĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ͘^ƉůĞŶŽĐǇƚĞƐǁĞƌĞƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĞĚĂŶĚƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚ
ƚŚĞ&ϲͲϭϮϬ͘ϭŵď ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ Ă ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂů ĞƉŝƚŽƉĞŽŶ /Ͳďβ ;ϱϳͿ͘ ^ƵƌƉƌŝƐŝŶŐůǇ͕ǁĞ
ĨŽƵŶĚ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇ ůĞƐƐ D, // ŵŽůĞĐƵůĞƐ ŝŶ ǁŝůĚͲƚǇƉĞ ŵŝĐĞ ;D&sсϭϳͿ ƚŚĂŶ ŝŶ ƚŚĞŝƌ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚĐŽƵŶƚĞƌƉĂƌƚƐ ;D&sсϰϭ͘ϮͿ ;&ŝŐ͘ϮͲϱĂŶĚͿ͘dŽŽƵƌŬŶŽǁůĞĚŐĞ͕ ƐƵĐŚĂĚƌĂŵĂƚŝĐ
ƉŚĞŶŽƚǇƉĞŚĂƐŶŽƚďĞĞŶƌĞƉŽƌƚĞĚďĞĨŽƌĞŽŶƚŚĞ,ͲϮďďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ;ϮϯͿ͘KƚŚĞƌ/ͲͲƐƉĞĐŝĨŝĐ
ŵďƐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐDϱͬϭϭϰ͕ŽƌŝŐŝŶĂůůǇƵƐĞĚƚŽĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞƌĞĚƵĐĞĚD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ ŝŶ/ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞ͕ǁĞƌĞĂůƐŽƚĞƐƚĞĚ;ϭϰ͕ϭϱͿ͘tŚŝůĞƚŚĞƌĞƐƵůƚƐĐŽŶĨŝƌŵĞĚƚŚĂƚ/ͲďůĞǀĞůƐŝŶ/ŝͲ
ŶƵůůŵŝĐĞǁĞƌĞƌĞĚƵĐĞĚ͕ďŽƚŚĂƚƚŚĞƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞĂŶĚŝŶŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚƐ
;&ŝŐ͘ ϮͲϱͲ&Ϳ͕ ƚŚĞǇ ĞŵƉŚĂƐŝǌĞĚ ƚŚĞ ƉĞĐƵůŝĂƌ ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ ƌĞǀĞĂůĞĚ ďǇ ƚŚĞ &ϲͲϭϮϬ͘ϭŵď͘




/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ/ŝƉϯϱĞǆĂĐĞƌďĂƚĞĚƚŚŝƐƉŚĞŶŽƚǇƉĞĂƐƚŚĞdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KĐĞůůƐ
;D&sсϵϱͿ ĂƌĞ ŵŽƌĞ ƌĞĂĐƚŝǀĞ ƚŽ ƚŚŝƐ ŵď ƚŚĂŶ ŵ/ŝ<K ;D&sсϰϭ͘ϮͿ ;&ŝŐ͘ ϮͲϱ ĂŶĚ Ϳ͘
/ŵƉŽƌƚĂŶƚůǇ͕ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ/ŝƉϯϱŝŶŵ/ŝнĐĞůůƐ;dŐƉϯϱͿĂůƐŽŝŶĐƌĞĂƐĞĚƚŚĞƐƚĂŝŶŝŶŐŽĨ&ϲͲ
ϭϮϬ͘ϭ͘dŽĐŽŶĨŝƌŵƚŚĂƚƚŚĞŝŶĐƌĞĂƐĞĚƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇŽĨƚŚŝƐŵďŝŶƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐŵŝĐĞǁĂƐĐĂƵƐĞĚ
ďǇ /ŝƉϯϱ͕ ŵĂƚƵƌĞ /ŐŚŝŐŚ ƐƉůĞŶŽĐǇƚĞƐ ǁĞƌĞ ĂŶĂůǇǌĞĚ ǁŝƚŚ &ϲͲϭϮϬ͘ϭ ďĞĨŽƌĞ ;ƐƵƌĨĂĐĞͿ Žƌ
ĂĨƚĞƌ ;ƚŽƚĂůͿ ƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĂƚŝŽŶ ;&ŝŐ͘ ϮͲϲͿ͘ ŽŵƉĂƌĞĚ ǁŝƚŚ ǁŝůĚͲƚǇƉĞ͕ ƐƉůĞŶŽĐǇƚĞƐ ĨƌŽŵ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚĂŶŝŵĂůƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚůŝƚƚůĞƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇǁŝƚŚ&ϲͲϭϮϬ͘ϭĂƚƚŚĞĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞ;&ŝŐ͘ϮͲ
ϲͿ͘DŽƐƚŽĨƚŚĞ&ϲͲϭϮϬ͘ϭнŵĂƚĞƌŝĂůǁĂƐĚĞƚĞĐƚĞĚŽŶůǇĂĨƚĞƌƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĂƚŝŽŶ;&ŝŐ͘ϮͲϲͿ͘
ǀĞŶƚŚŽƵŐŚ/ŝƉϯϱĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĞƐƚŽƌĞĚ/ͲďƐƵƌĨĂĐĞůĞǀĞůƐŝŶĂĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌŝŶ
dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KĐĞůůƐ͕ƵƉŽŶƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĂƚŝŽŶ͕ƚŚĞƐĞĐĞůůƐƐŚŽǁĞĚŝŵƉƌĞƐƐŝǀĞĂŵŽƵŶƚƐŽĨ&ϲͲ
ϭϮϬ͘ϭͲƌĞĂĐƚŝǀĞβ ĐŚĂŝŶƐ ĐŽŵƉĂƌĞĚǁŝƚŚ ǁŝůĚͲƚǇƉĞ Žƌŵ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ĐĞůůƐ͘ /ŝƉϯϱͲĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ
dŐƉϯϱ ĐĞůůƐ ĂůƐŽ ƐŚŽǁĞĚ Ă ƐƚƌŽŶŐ ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ ŽĨD, // ƉƌŽĚƵĐƚƐ ŝŶ ƚŚĞ
ƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŵ/ŝ͘
dŚĞŝŶĐƌĞĂƐĞĚ&ϲͲϭϮϬ͘ϭƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇĐŽƵůĚďĞĚƵĞĞŝƚŚĞƌƚŽĂŶĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶŽĨ/ͲďͲ
ƌĞůĂƚĞĚ ƉƌŽĚƵĐƚƐ͕ ƚŽ Ă ƐĞƌŽůŽŐŝĐĂů ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞ ĂďƐĞŶĐĞ ŽĨ ŵ/ŝ͕ Žƌ ƚŽ ƚŚĞ ĐƌŽƐƐͲ
ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇŽĨƚŚĞŵďĂŐĂŝŶƐƚĂŶƵŶŬŶŽǁŶĂŶƚŝŐĞŶƵŶĐŽǀĞƌĞĚŝŶŵ/ŝͲŶĞŐĂƚŝǀĞĐĞůůƐ͘dŽŚĞůƉ
ĚŝƐƚŝŶŐƵŝƐŚ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞƐĞ ƉŽƐƐŝďŝůŝƚŝĞƐ͕ ŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶƐ ƵƐŝŶŐ &ϲͲϭϮϬ͘ϭ ǁĞƌĞ
ƉĞƌĨŽƌŵĞĚƵƐŝŶŐƐƉůĞĞŶĐĞůůƐĨƌŽŵǁŝůĚͲƚǇƉĞ͕ŵ/ŝ<KĂŶĚdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KŵŝĐĞ͕ƚŚĞƐĞůĂƐƚƚǁŽ
ĞǆŚŝďŝƚŝŶŐƚŚĞƐƚƌŽŶŐĞƐƚƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇƚŽƚŚŝƐŵď͘dŚĞƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞďůŽƚƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞ<>Ϯϵϱ
ŵď͕ ǁŚŝĐŚ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞƐ ƚŚĞ ĚĞŶĂƚƵƌĞĚ /Ͳďβ ĐŚĂŝŶ͘ ƉƉƌŽǆŝŵĂƚĞůǇ͕ Ă ϮϴͲŬĂ ďĂŶĚ ǁĂƐ
ĚĞƚĞĐƚĞĚ ŝŶ Ăůů ĐĞůů ůǇƐĂƚĞƐ ĂŶĚǁĂƐ ŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƚĞĚ ƉƌŝŶĐŝƉĂůůǇ ĨƌŽŵ ƚŚĞŵ/ŝ<K ĂŶĚ
dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KĐĞůůƐ͕ŝŶůŝŶĞǁŝƚŚƚŚĞƐƚƌŽŶŐ&ϲͲϭϮϬ͘ϭƐƚĂŝŶŝŶŐŝŶƚŚĞƐĞŵŝĐĞ;&ŝŐ͘ϮͲϲͿ͘EŽ
ŽƚŚĞƌďĂŶĚŽĨůŽǁĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚǁĂƐŽďƐĞƌǀĞĚ͕ƐŚŽǁŝŶŐƚŚĂƚƚŚĞ&ϲͲϭϮϬ͘ϭͲƌĞĂĐƚŝǀĞ
ŵĂƚĞƌŝĂůŝŶĐůƵĚĞƐĂŶŝŶƚĂĐƚ/ͲďβĐŚĂŝŶ͘KĨŶŽƚĞ͕ƚŚĞƚŽƚĂůĂŵŽƵŶƚŽĨβĐŚĂŝŶĚĞƚĞĐƚĞĚďǇ
<>Ϯϵϱ ŝŶ ƚŚĞ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ĐĞůů ůǇƐĂƚĞƐ ŝƐ ǀĞƌǇ ƐŝŵŝůĂƌ͕ ƐŚŽǁŝŶŐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŬŶŽĐŬͲŽƵƚ ĂŶĚ
ƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐŵŝĐĞĚŽŶŽƚĂĐĐƵŵƵůĂƚĞŵŽƌĞŽĨ/Ͳď͘ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐƐƵŐŐĞƐƚƚŚĂƚƚŚĞ
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ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂů&ϲͲϭϮϬ͘ϭĞƉŝƚŽƉĞŽŶ/ͲďβĐŚĂŝŶŝƐƌĞƐƚƌŝĐƚĞĚƚŽĂƐƵďƐĞƚŽĨŵŽůĞĐƵůĞƐĂŶĚ
ƚŚĂƚŝƚĐĂŶďĞĚŽǁŶͲŵŽĚƵůĂƚĞĚďǇŵ/ŝ͘KŶƚŚĞŽƚŚĞƌŚĂŶĚ͕ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ/ŝƉϯϱĂƉƉĞĂƌƐ
ƚŽĨĂǀŽƌƚŚĞĐŽŶǀĞƌƐŝŽŶŽĨ/ͲďŵŽůĞĐƵůĞƐƚŽƚŚĞ&ϲͲϭϮϬ͘ϭнĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͘

/ŝƉϯϱŝƐĞǆƉƌĞƐƐĞĚŝŶŝŵŵĂƚƵƌĞDͲĐĞůůƐ
/ŶŵŝĐĞ͕/ŝǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽŚĂǀĞĂƐƚƌŽŶŐŝŵƉĂĐƚŽŶͲĐĞůůŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͕ĂƐĞǀŝĚĞŶĐĞĚ
ďǇƚŚĞƌĞĚƵĐĞĚƐƵƌǀŝǀĂůŽĨŵĂƚƵƌĞĐĞůůƐŝŶƚŚĞƐƉůĞĞŶŽĨ/ŝͲŶƵůůĂŶŝŵĂůƐ;ϮϮͿ͘Ɛ/ŝĂŶĚD,
// ĚŽ ŶŽƚ ĂƉƉĞĂƌ ƚŽ ďĞ ƌĞƋƵŝƌĞĚ ĨŽƌ ͲĐĞůů ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ ;ϮϳͿ͕ ǁĞ ŚǇƉŽƚŚĞƐŝǌĞĚ ƚŚĂƚ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ /ŝƉϯϱŝŶ ƚŚĞDƉƌŽŐĞŶŝƚŽƌƐǁŽƵůĚŶŽƚĂĨĨĞĐƚͲĐĞůůĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͘DĐĞůůƐ
ǁĞƌĞŝƐŽůĂƚĞĚ͕ƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĞĚ͕ĂŶĚƐƚĂŝŶĞĚĨŽƌϮϮϬĂŶĚ/ŝ͘/ŶdŐƉϯϱŵŝĐĞ͕ŵŽƌĞĐĞůůƐ;ϲϯйͿ
ĞǆƉƌĞƐƐĞĚ ƚŚĞ /ŝƉϯϱ ƚƌĂŶƐŐĞŶĞ ĐŽŵƉĂƌĞĚ ǁŝƚŚ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ ŵ/ŝ ;ϰϰйͿ ;&ŝŐ͘ ϮͲϳͿ͘ dŚŝƐ
ƐƵŐŐĞƐƚƐƚŚĂƚƚŚĞƉK/ͲϲƉƌŽŵŽƚĞƌǁŚŝĐŚƌĞŐƵůĂƚĞƐ /ŝƉϯϱŵĂǇďĞƚƵƌŶĞĚŽŶĂƚĂŶĞĂƌůŝĞƌ
ƐƚĂŐĞ ŽĨ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂƚŝŽŶ͘ ^ŝŵŝůĂƌ ƌĞƐƵůƚƐ ǁĞƌĞ ŽďƚĂŝŶĞĚ ŝŶ dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<K ŵŝĐĞ ;ĚĂƚĂ ŶŽƚ
ƐŚŽǁŶͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ĂƐ ŽďƐĞƌǀĞĚ ŝŶ ƐƉůĞŶŽĐǇƚĞƐ ;&ŝŐ͘ ϮͲϭ ĂŶĚ Ϳ͕ ƚŚĞ ĂŵŽƵŶƚ ŽĨ
ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŵ/ŝ ;D&sсϴϴŝŶƚŚĞǁŝůĚͲƚǇƉĞͿ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚŝŶdŐƉϯϱ;D&sсϭϵϰͿ͕ƐƵŐŐĞƐƚŝŶŐ
ĂŐĂŝŶ ƚŚĂƚŵ/ŝ ŝƐƌĞƚĂŝŶĞĚ ŝŶƚŚĞZĂŶĚŶŽƚĞĨĨŝĐŝĞŶƚůǇƉƌŽĐĞƐƐĞĚĚƵĞƚŽƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ
ƚŚĞĐŽŵƉĞƚŝŶŐ/ŝƉϯϱ͘/ƚƐŚŽƵůĚďĞŶŽƚĞĚƚŚĂƚĂƐŵĂůůƉŽƉƵůĂƚŝŽŶŽĨϮϮϬн͕/ͲďнĐĞůůƐǁĞƌĞ
ŶĞŐĂƚŝǀĞĨŽƌhϰϱ;&ŝŐ͘ϮͲϳ͕ƌŝŐŚƚƉĂŶĞůͿ͘dŚĞƐĞĐĞůůƐŵŽƐƚůŝŬĞůǇĞǆƉƌĞƐƐŵ/ŝ͕ŐŝǀĞŶƚŚĂƚĂůů
/ͲнĐĞůůƐŝŶƚŚĞDĂƌĞŵ/ŝн;ĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿ͘
tĞ ĂůƐŽ ŵĞĂƐƵƌĞĚ ƚŚĞ ŝŵƉĂĐƚ ŽĨ /ŝƉϯϱ ŽŶ /Ͳď ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ dŚĞ /Ͳď
ƉƌŽĨŝůĞŐĂƚĞĚŽŶϮϮϬн/ŝнĐĞůůƐŝƐƐĞĞŶŝŶ&ŝŐ͘ϮͲϳ͘tŚŝůĞŵ/ŝнĐĞůůƐĞǆƉƌĞƐƐĞĚ/ͲďŝŶǁŝůĚͲ
ƚǇƉĞŵŝĐĞ;D&sсϭϬϭͿ͕ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ/ŝƉϯϱŝŶdŐƉϯϱĐĞůůƐĐĂƵƐĞĚĂŵĂƌŬĞĚƌĞĚƵĐƚŝŽŶŝŶ
ƚŚĞ ĂŵŽƵŶƚ ŽĨ /Ͳď ĚŝƐƉůĂǇĞĚ Ăƚ ƚŚĞ ƉůĂƐŵĂ ŵĞŵďƌĂŶĞ ;D&s с ϮϳͿ͘ dŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ
ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ĂĐƚƐ ĂƐ ĚŽŵŝŶĂŶƚͲŶĞŐĂƚŝǀĞ ĂŶĚ ĐĂŶŶŽƚ ƌĞƉůĂĐĞ ƚŚĞ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ
ŵƵƌŝŶĞ/ŝƉϯϭ͘

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T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels  
Based on the aberrant phenotype of BM B-cells observed in Tgp35 mice, we asked 
if Iip35 could allow proper migration and maturation of B-cells in secondary lymphoid 
organs. In wild-type and Tgp35 animals, ~95% of immature CD21low IgDlow cells (T1) 
expressed the endogenous mIi (data not shown). We evaluated the expression of Iip35 in 
T1 cells with four-color flow cytometry using mAbs specific for CD21, IgD, I-Ab, and Ii (Fig. 
2-8A). Iip35 was expressed in 79.9 and 61.6% of T1 B-cells in Tgp35/mIiKO and Tgp35 
mice, respectively. As seen in the BM and total splenocytes, high levels of Iip35 did not 
appear to entirely restore I-Ab expression at the plasma membrane. Thus, we analyzed the 
impact of Iip35 on BU45neg, BU45int, and BU45high T1 cells (Fig. 2-8B and C). In both Tg 
mice, the BU45high cells expressed less surface I-Ab, defining a sub-population of cells that 
most likely do not fully support ER egress of Iip35. These BU45high cells are reminiscent of 
the peculiar population seen in Fig. 2-4 (circled). Together, these results show that most 
T1 cells in the spleen express high levels of Iip35, but do not up-regulate MHC II at the cell 
surface.  
We then asked whether the proportions of T1 B-cells were normal in Tg mice. 
Based on IgD and CD21 expression, the presence of Iip35 did not affect the overall 
distribution of different B-cell subsets, either on the wild-type or on the Ii-null 
backgrounds (data not shown). However, given the low percentages of Iip35+ cells and the 
heterogeneous protein expression levels (Fig. 2-1B), we analyzed the data in the context 
of the level of BU45 staining. It has been reported that in the spleen, the percentage of T1 
cells increases in the absence of Ii, most likely due to the reduction of the FO 
compartment (22, 23). In absolute numbers, all mice appeared to have similar T1 
compartments (data not shown) and our data corroborates the increased percentage of 
T1 cells in mIi-null mice (Fig. 2-9A). The proportion of T1 cells increased from 11.2% in 
wild-type cells to 23.8% in mIiKO cells and this difference was statistically significant (Fig. 
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2-9D) However, BU45high cells were significantly enriched in the T1 population of Tg 
animals and accounted for about 50% of CD19+hIihigh splenocytes (Fig. 2-9B and D). These 
proportions are much higher than those observed in mIiKO mice, suggesting that these T1 
Tg cells do not mature properly.  
In the hIiint cell population of Tgp35/mIiKO, the number of T1 cells was found to be 
similar to wild-type (Fig. 2-9C and E). Although T1 numbers in the Tgp35 (18.7%) were not 
as low as those in the wild-type (11.2%), they were clearly and statistically lower than 
those seen in mIiKO (23.8%). Altogether, these results suggest that Iip35 restores the 
maturation/survival of a high proportion of splenic B-cells.  
 
Iip35 restores the mature B-cell compartment 
In the absence of Ii, mice display a perturbed mature B-cell compartment. Despite 
normal precursor numbers in Ii-/- mice, studies have shown that the number of mature B-
cells in the spleen is greatly reduced (22-24). Our data demonstrated that up to the T1 
stage, although MHC II levels were not fully restored, a large fraction of B-cells continued 
to express Iip35. We next tested if the Iip35+ T1 cells could develop into FO cells. Analyses 
were performed on both Iip35int and Iip35high cells. Although the bulk of BU45high cells 
could be seen in the T1 subset, some were also found in other sub-populations. As seen in 
Fig. 2-9A, ~80% of wild-type mice cells had matured through the T2-FO stages. In contrast, 
this population was markedly reduced (47%) in Ii-null mice (Fig. 2-9A and D). The hIihigh 
cells from Tg mice show the same proportions of these mature cells as the mIiKO, 
suggesting that fewer cells expressing high levels of Iip35 acquire a mature phenotype. 
Alternatively, these cells may mature, but may not receive appropriate survival signals. 
Interestingly, as others have reported, we found that mIiKO mice have a more important 
marginal zone (MZ) compartment (24). However, although the Tg hIihigh cells had a smaller 
percentage of mature FO cells, there was no concomitant increase in the MZ population 
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(Fig. 2-9B and D). In fact, there were even less MZ cells in Tg mice compared with wild-
type. These results demonstrate that MZ and FO B-cell defects in mIiKO mice are 
independent and can be dissociated. Different mechanisms have recently been proposed 
to control these phenotypes (24).  
When the proportions of mature B-cells were analyzed in the context of hIiint cells, 
high proportions of FO cells were found in Tg mice (Fig. 2-9C and E). These B-cells 
accounted for ~80% of CD19+hIiint splenocytes in Tg animals, a proportion similar to that 
observed in wild-type mice. A four-color flow cytometry analysis using CD19, IgD, IgM and 
hIi markers confirmed that Iip35 restores the compartment of mature FO B-cells 
(Supplementary Figure S3). However, the proportion of MZ cells was reduced in the 
context of Iip35 expression (Fig. 2-9C-E). In accordance with the slightly higher proportion 
of hIiint T1 cells in Tgp35 (Fig. 2-9C and E), our results suggest that cells expressing both 
mouse and human Ii chains mature less efficiently. 
 
2.7. Discussion 
The biology of Ii is complex. This chaperone appears to intervene in processes as 
diverse as antigen presentation, signal transduction and cell motility. In humans, the 
benefits conferred by the expression of Iip35 remain to be discovered. It is remarkable 
that such a short 16-amino acid extension at the N-terminal of Ii has the potential of 
adding multiple layers of complexity in the regulation of antigen presentation. Indeed, 
Iip35 is particular as it encompasses phosphorylation sites, an ER retention motif and 14-
3-3 binding sites. Moreover, Iip35 is dominant and dictates the intracellular trafficking 
behavior of Iip33 and Iip41 isoforms in mixed trimers. We have expressed this Iip35 
isoform in mice in order to perturb the function of the endogenous mIi and get new 
insights into the function of these chaperones.  
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70 
 
 
 
immature B-cells is clearly due to specific structural characteristics of Iip35. Indeed, mIi-
deficient Tg mice expressing preferentially hIip33 did not show any defect in MHC II 
surface expression and the fine conformation of their I-Ab molecules appeared normal 
based on their reduced capacity to bind synthetic peptides compared with mIi-deficient 
animals (55). Future studies should address the role of Iip35 on the fine structure of MHC 
II molecules in defined B-cell subsets and in other cell types as well. In addition, other 
MHC II alleles should be tested by crossing our mice on different H-2 backgrounds. For 
example, even in the presence of Ii, alleles such as I-Ad appear to preferentially fold as 
SDS-unstable dimers rather than compact or floppy forms (21).  
In conclusion, it is tempting to speculate that B-cell homeostasis in humans could 
be regulated through the modulation of Iip35 ER egress. Given the importance of PKCs in 
the activation of B-cells, in autoimmunity, and in the phosphorylation of Iip35, a complex 
interplay of factors including Ii may operate in various B-cell pathologies (39, 59, 60). 
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2.12. Figure legends 
Fig. 2-1 : Expression of Iip35 in APCs. 
Cells of different origins were isolated, permeabilized with saponin and stained with either 
BU45 or In-1 and different lineage-specific mAbs. The percentage of cells expressing Ii is 
indicated. (A) The spleens were removed and digested with collagenase D and DNAse and 
then isolated on a 14% nycodenz gradient. Collected cells were stained with BU45 or In-1, 
anti-CD11c and I-Ab (28-16-8S). (B) Splenocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD19 
and I-Ab (28-16-8S). (C) Statistical significance of the data obtained in panel B was 
determined using a Student’s t test. In the left panel, expression of mIi was measured on 
CD19+ cells. In the right panel, mIi expression was compared between CD19+ Iip35- and 
CD19+ Iip35+ spleen cells isolated from Tgp35 mice. Error bars indicate the standard 
deviation (SD). (D) BM was removed from tibia and femur and collected cells were 
cultured for 7 days in the presence of GM-CSF and IL-4. DCs were then isolated on a 14% 
nycodenz gradient and stained with BU45 or In-1 and anti-CD11b. Data are representative 
of at least five independent experiments. 
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Fig. 2-2 : Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules. 
(A and B) Splenocyte lysates were immunoprecipitated with Pin-1, anti-I-Ab (28-16-
8S), In-1 or isotypic antibody overnight at 4°C. Samples were then boiled for 5 min and 
analyzed on SDS-PAGE (12%) under reducing conditions. After transfer on nitrocellulose 
membrane, samples were probed with Pin-1 (A) or In-1 (B). The bracket ( ] ) marks the 
location of the light chains of various antibodies used for immunoprecipitations. Arrows 
indicate murine Iip31 or human Iip35. (C) Splenocytes were stained with anti-CD19 and 
BU45. The overlay shows hIi expression gated on CD19+ cells. (D) Immunoprecipitations 
were performed using the D-6 mAb and the presence of Ii was detected on immunoblots 
using D-6. Arrows indicate the different processed forms of Ii. (E) Splenocytes were 
stained for CD19, permeabilized and stained with the 30-2 mAb. Data are representative 
of at least three independent experiments. (F) Splenocytes were stained for CD19, 
permeabilized and stained with 30-2 and BU45. CD19+ and BU45+ cells were gated by flow 
cytometry and the MFVs for 30-2 expression were plotted. The bar chart is a compilation 
of three independent experiments. Student’s t test P value is indicated. Error bars 
represent the SD.  
 
Fig. 2-3 : Iip35 chaperones I-Ab. 
(A) Splenocytes were lysed, boiled and analyzed by SDS-PAGE (12%) under 
reducing conditions using the I-Ab-specific KL295 mAb. (B) Cell lysates were boiled for 5 
min (‘B’) or heated at 65°C (‘NB’) and analyzed by SDS-PAGE (12%) under non-reducing 
conditions. Samples were analyzed on immunoblots probed with the I-Ab-specific M5/114 
mAb. ‘C’ and ‘F’ indicate compact and floppy forms, respectively. The arrowhead points to 
aggregated MHC II products. The samples were blotted with an actin-specific mAb to 
monitor for variations in protein loading. Data are representative of at least three 
independent experiments. (C) The experiment was performed as in (B) but Iip35-
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expressing splenocytes were sorted with D-6-coated magnetic beads before cell lysis. (D) 
Splenocytes were incubated for 6 h at 37oC with a biotinylated CLIP peptide (50 µM). The 
cells were permeabilized and stained with BU45. Data are representative of two 
independent experiments.  
 
Fig. 2-4 : Iip35 increases MHC II surface expression.  
(A) Splenocytes were stained for surface I-Ab with the AF6-120.1 mAb. Data are 
representative of six independent experiments. (B) MFVs obtained for panel A were 
normalized for each experiment to the value obtained for wild-type cells. One-way ANOVA 
test P value is indicated by asterisks (***, P < 0.001). (C) Splenocytes were stained with 
anti-CD19 and anti-I-Ab (AF6-120.1) mAbs prior to permeabilization and staining with 
BU45. The ellipse indicates the I-AlowBU45high population. Data are representative of at 
least three independent experiments. 
 
Fig. 2-5 : The absence of mIi alters the conformation of I-Ab. 
Splenocytes were stained for I-Ab either after (total; A, B, D and F) or before 
(surface; C and E) permeabilization with the following mAbs: AF6-120.1 (A and B), 28-16-
8S (C and D) and M5/114 (E and F). Data are representative of at least three independent 
experiments. (B) Compilation of normalized AF6-120.1 total expression from four different 
experiments. One-way ANOVA test P value is indicated by asterisks (*,P < 0.05; **, P < 
0.01). 
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Fig. 2-6 : Mature B-cells accumulate MHC II molecules with an AF6-120.1+ 
conformation.  
(A) Splenocytes were stained for IgD and I-Ab (AF6-120.1) before permeabilization 
and stained for Iip35 (BU45). (B) Cells were stained for IgD, permeabilized and stained for 
I-Ab (AF6-120.1) and Iip35 (BU45). Cells were gated on the IgDhigh population. Data are 
representative of at least three independent experiments. (C) Splenocytes were lysed and 
I-Ab was immunoprecipitated with AF6-120.1. Samples were boiled and analyzed on SDS-
PAGE (12%) under reducing conditions using KL295. 
 
Fig. 2-7 : Expression of Iip35 in immature BM B-cells. 
(A) BM was removed from tibia and femur and collected cells were stained with 
anti-B220, permeabilized and stained with either BU45 (hIi, left panel) or In-1 (mIi, right 
panel). (B) Cells were stained for I-Ab (28-16-8S) and B220 before permeabilization and 
staining with BU45. (C) Data were expressed as histograms to compare the expression of 
MHC II molecules in the B220+Ii+ populations. Data are representative of at least three 
independent experiments. 
 
Fig. 2-8 : T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels. 
(A and B) Splenocytes were stained with anti-IgD, -CD21 and -I-Ab (AF6-120.1) prior 
to permeabilization and staining with BU45. T1 cells were gated (CD21low IgDlow) and 
analyzed for Iip35 and I-Ab. The percentage of T1 cells expressing p35 (A) and the MFV of 
I-Ab expression (B) are indicated. Data are representative of three independent 
experiments. (C) Compilation of normalized AF6-120.1 surface expression obtained from 
the different experiments. One-way ANOVA test P value is indicated by asterisks (*, P < 
0.05). 
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Fig. 2-9 : Iip35 restores the mature B-cell compartment. 
(A-E) Splenocytes were stained with anti-IgD, -CD21 and -CD19 prior to 
permeabilization and staining with BU45. Cells were gated on CD19. Cells expressing high 
(B and D) or intermediate (C and E) levels of hIi were also analyzed. The percentages of T1 
(CD21low IgDlow), MZ (CD21high IgDlow) and T2-FO (CD21+ IgDhigh) cells are indicated in the 
corresponding gates. Data are representative of five independent experiments. (D-E) 
Percentages of B-cells obtained for the different gates in five different experiments were 
plotted. Error bars represent the standard deviations (SD). Two-way ANOVA test P value is 
indicated by asterisks (*,P < 0.05; **, P < 0.01). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
80 
 
 
 
2.13. Figures 
 
Figure 2-1 : Expression of Iip35 in APCs. 
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Figure 2-2 : Interaction of Iip35 with murine Ii and MHC II molecules. 
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Figure 2-3 : Iip35 chaperones I-Ab. 
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Figure 2-4 : Iip35 increases MHC II surface expression. 
 
84 
 
 
 
 
Figure 2-5 : The absence of mIi alters the conformation of I-Ab. 
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Figure 2-6 : Mature B-cells accumulate MHC II molecules with an AF6-120.1+ conformation. 
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Figure 2-7 : Expression of Iip35 in immature BM B-cells. 
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Figure 2-8 : T1 cells hIihigh do not up-regulate MHC II levels. 
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Figure 2-9 : Iip35 restores the mature B-cell compartment. 
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2.14. Supplementary data 
 
Figure 2-10 : Supplementary figure S1. 
Human Iip35 is expressed in splenocytes of transgenic mice. Splenocyte lysates were boiled 5 min 
and analysed on 12% SDS-PAGE under reducing conditions. Proteins were transferred on 
nitrocellulose membrane and probed for the presence of human Ii using Pin-1 (A) and murine Ii 
using In-1 (B). Data are representative of at least four independent experiments. 
 
 
 
 
 
Figure 2-11 : Supplementary figure S2.  
Splenocytes were permeabilized and stained with mAbs for H2-DM and Iip35. The mean 
fluoresence value is indicated. Data are representative of three independent experiments. 
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Figure 2-12 : Supplementary figure S3. 
Splenocytes were stained for CD19, IgD and IgM, permeabilized and stained with BU45. Cells were 
gated either on CD19+ cells (A), CD19+ Iip35high cells (B) or CD19+ Iip35int cells (C). The percentage 
of FO cells (IgDhigh IgMint) is indicated. Data are representative of three independant experiments. 
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out mice also confirmed the importance of this chaperone in CD1d-restricted thymic 
selection of invariant natural killer T cells (iNKT).19  
The human homologs of mouse Ii are called Iip33 and Iip41. The mRNAs for Iip33 
and Iip41 can also give rise to the Iip35 and Iip43 isoforms, respectively, due to the usage 
of an upstream alternative start codon.20,21 Iip33 and Iip35 are the most abundant 
polypeptides with Iip33 representing 80% of the Ii protein pool.22-24 The 16 N-terminal 
amino acid cytoplasmic extension found in Iip35 and Iip43 contains a di-arginine (R-X-R) 
motif causing ER retention.25,26 Upon MHC II binding and phosphorylation of neighboring 
serines, the R-X-R retention motif is masked and the complex egress the ER.27-29 
Interestingly, mixed Ii trimers containing a single Iip35 are retained in the ER in absence of 
MHC II.23,30  
The exact function of Iip35 is nebulous and the possibility of controlling antigen 
presentation through selective expression or phosphorylation of Iip35 remains 
hypothetical. To gain insights into the biological roles of Iip35, we generated recently a 
transgenic (Tg) mouse expressing exclusively this isoform.31 Here, we evaluated the 
capacity of Iip35 to restore thymic T cell selection and to allow the presentation of an Ii-
dependent antigen on MHC II molecules. 
 
3.5. Results 
Iip35 is expressed in APCs 
We have recently generated transgenic mice expressing the human Iip35 isoform 
under the control of the mouse Ii promoter cloned in pDOI-6.32 In these Tgp35 mice, we 
found that Iip35 was expressed in a large fraction of immature and mature B cells as well 
as in DCs.31. To further characterize the expression pattern of Iip35 and its role in shaping 
the T cell repertoire, macrophages and thymic epithelial cells (TECs) were purified from Tg 
mice expressing the human isoform as well as the endogenous mIi and analyzed by flow 
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dĐĞůůƐ ŝŶƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨ/ŝ͘ƐƚŚĞƐĞŵŝĐĞĞǆƉƌĞƐƐĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐƐƵƉĞƌĂŶƚŝŐĞŶƐ;^ŐƐͿƚŚĂƚ
ƚĂƌŐĞƚƚŚĞƐĞƉƌĞĐŝƐĞsβƐ͕ŽƵƌƌĞƐƵůƚ ŝƐ ƌĞŵŝŶŝƐĐĞŶƚŽĨƚŚĞĚĞĨĞĐƚŝǀĞ^ŐͲŝŶĚƵĐĞĚŶĞŐĂƚŝǀĞ
ƐĞůĞĐƚŝŽŶĚĞƐĐƌŝďĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŝŶ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚͬ:ŵŝĐĞ͘ϭϴůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ŽƵƌƌĞƐƵůƚƐƐƵŐŐĞƐƚ
ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ĐĂŶ ƌĞƐƚŽƌĞ ƉĞƉƚŝĚĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚ ƚŚǇŵŝĐ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ŽĨ ϰн d ĐĞůůƐ ďƵƚ ƚŚĞ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨ^ŐƐƌĞŵĂŝŶƐĂĨĨĞĐƚĞĚ͘

EŽƌŵĂůůĞǀĞůƐŽĨdZŽŶϰнdĐĞůůƐĨƌŽŵdŐŵŝĐĞ
/ƚ ŚĂƐ ďĞĞŶ ƐŚŽǁŶ ƚŚĂƚ ƚŚǇŵŝĐ ĂŶĚ ƐƉůĞŶŝĐ ϰ ƐŝŶŐůĞͲƉŽƐŝƚŝǀĞ d ĐĞůůƐ ĨƌŽŵ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞĞǆƉƌĞƐƐůĞƐƐdͲĐĞůůƌĞĐĞƉƚŽƌƐ;dZƐͿĂƚƚŚĞŝƌƐƵƌĨĂĐĞ͘ϭϱdŽƚĞƐƚŝĨƚŚŝƐǁĂƐƐƚŝůů
ƚŚĞ ĐĂƐĞ ŝŶ ŽƵƌ /ŝƉϯϱ ƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐŵŝĐĞ ĚĞǀŽŝĚ ŽĨ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŵ/ŝ͕ǁĞŵĞĂƐƵƌĞĚ ďǇ ĨůŽǁ
ĐǇƚŽŵĞƚƌǇ ƚŚĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ϯ ĐŽŵƉůĞǆ͘ KƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ĐŽŶĨŝƌŵĞĚ ƚŚĞ ƌĞĚƵĐĞĚ dZ
ůĞǀĞůƐŽďƐĞƌǀĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŝŶ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞ͘&ŝŐƵƌĞƐϯͲϯĂĂŶĚďƐŚŽǁƚŚĂƚϰнdĐĞůůƐ͕
ďƵƚ ŶŽƚ ƚŚĞŝƌ ϴн ĐŽƵŶƚĞƌƉĂƌƚ͕ ĚŝƐƉůĂǇ Ă ŵĂƌŬĞĚ ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ ŝŶ ϯ ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕
ďŽƚŚŝŶƚŚĞƚŚǇŵƵƐĂŶĚƉĞƌŝƉŚĞƌǇ͘/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ƚŚĞϯĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽŶdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<Kϰн
ĂŶĚĐŽŶƚƌŽůϴнdĐĞůůƐǁĂƐĐŽŵƉĂƌĂďůĞ ƚŽ ƚŚŽƐĞŽŶƚŚĞǁŝůĚͲƚǇƉĞĐĞůůƐ͕ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŶŐ
ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ŝƐ ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů͘ dŚŝƐ ƉŚĞŶŽƚǇƉĞǁĂƐ ĐŽŶĨŝƌŵĞĚŽŶ ƐƉůĞŶŽĐǇƚĞƐ ƵƐŝŶŐ ƐŽŵĞ dZͲ
ƐƉĞĐŝĨŝĐŵďƐƌĞĐŽŐŶŝǌŝŶŐsβϮ͕ϰ͕ϵĂŶĚϭϬď;&ŝŐƵƌĞ͘ϯͲϯĐͿ͘





/ŝƉϯϱƌĞƐƚŽƌĞƐƚŚǇŵŝĐŝE<dͲĐĞůůŶƵŵďĞƌƐ
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ŝƚŚĂƐďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŚĂƚ/ŝĚĞĨŝĐŝĞŶĐǇŚĂƐĂŶĞŐĂƚŝǀĞŝŵƉĂĐƚŽŶƚŚĞϭĚͲ
ŵĞĚŝĂƚĞĚ ƚŚǇŵŝĐ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ŽĨ ŝE<dͲĐĞůůƐ͘ϭϵ dŽ ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ŝĨ /ŝƉϯϱ ĐŽƵůĚ ĂůƐŽ ƌĞƐĐƵĞ ƚŚŝƐ
ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͕ǁĞŵŽŶŝƚŽƌĞĚƚŚĞƉĞƌĐĞŶƚĂŐĞŽĨ ŝE<dͲĐĞůůƐ ŝŶ ƚŚĞ ƚŚǇŵƵƐďǇĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ
ƵƐŝŶŐ ĂŶ ɲ'ĂůĞƌͲůŽĂĚĞĚ ϭĚͲƚĞƚƌĂŵĞƌ͘ Ɛ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ƌĞƉŽƌƚĞĚ͕ ƚŚĞƌĞ ǁĞƌĞ ƚǁŝĐĞ ĂƐ
ŵĂŶǇŝE<dĐĞůůƐŝŶtdǀĞƌƐƵƐŵ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞ;&ŝŐƵƌĞ͘ϯͲϰͿ͘/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ǁĞĨŽƵŶĚƚŚĂƚ
ƚŚĞ ŝE<dͲĐĞůů ŶƵŵďĞƌƐǁĞƌĞ ŝĚĞŶƚŝĐĂů ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞtd ĂŶĚ dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KŵŝĐĞ͕ ƐŚŽǁŝŶŐ
ƚŚĂƚ/ŝƉϯϱƐƵƉƉŽƌƚƐϭĚͲŵĞĚŝĂƚĞĚŐƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘

KǀĂůďƵŵŝŶ;KsͿƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝŶƚŚĞĐŽŶƚĞǆƚŽĨ/ŝƉϯϱ
dŚĞ D, ĐůĂƐƐ // ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ ŵĂŶǇ ĂŶƚŝŐĞŶƐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐ ĐŚŝĐŬĞŶ Ks͕ ŝƐ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ŽŶ /ŝ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ϴ͕ϯϯ dŽ ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ƚŚĞ ĐĂƉĂĐŝƚǇ ŽĨ /ŝƉϯϱ ƚŽ ƐƵƐƚĂŝŶ ĂŶƚŝŐĞŶ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͕ǁĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ŝŶ ǀŝƚƌŽ ĨƵŶĐƚŝŽŶĂůĂƐƐĂǇƐƵƐŝŶŐ /&EͲγͲƚƌĞĂƚĞĚďŽŶĞŵĂƌƌŽǁͲ
ĚĞƌŝǀĞĚŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ ;DĚDͿĂŶĚƚŚĞϬϵϳ͘ϭϬdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌƚŚĞKsϯϮϯͲ
ϯϯϵͲ/ͲďĐŽŵƉůĞǆ͘&ŝŐƵƌĞϯͲϱĂƐŚŽǁƐƚŚĂƚ/&EͲγƐŚĂƌƉůǇŝŶĐƌĞĂƐĞĚ/ŝƉϯϱĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶDĚD
ĨƌŽŵ dŐ ŵŝĐĞ͘ Ɛ ĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ ƚŚĞ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ ŵ/ŝ ǁĂƐ ĂůƐŽ ƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ ďǇ /&EͲγ͘
/ŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ŽĨ /ŝ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ /&EͲγ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ /Ͳď ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŝŶ Ăůů ŵŝĐĞ͕ ŝŶ ůŝŶĞ ǁŝƚŚ Ă
ŵĂũŽƌƌŽůĞŽĨƚŚŝƐĐǇƚŽŬŝŶĞŝŶƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨD,//ŐĞŶĞƐ͘ϯϰ
dŚĞƐĞ /&EͲγ ŝŶĚƵĐĞĚ WƐ ǁĞƌĞ ƉƵůƐĞĚ ǁŝƚŚ KsͲĐŽĂƚĞĚ ďĞĂĚƐ ĂŶĚ ĐŽͲĐƵůƚƵƌĞĚ
ǁŝƚŚ ƚŚĞ KsͲƐƉĞĐŝĨŝĐ͕ /ͲďͲƌĞƐƚƌŝĐƚĞĚ d ĐĞůů ŚǇďƌŝĚŽŵĂ͘ ůďƵŵŝŶ ǁĂƐ ƵƐĞĚ ĂƐ ŶĞŐĂƚŝǀĞ
ĐŽŶƚƌŽů͘&ŝŐƵƌĞϯͲϱďƐŚŽǁƐƚŚĂƚŵ/ŝ<KĐĞůůƐ͕ĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ͕ĂƌĞŝŶĞĨĨŝĐŝĞŶƚŝŶ
ƉƌĞƐĞŶƚŝŶŐƚŚĞKsĂŶƚŝŐĞŶ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ /ŝƉϯϱ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚďǇŵŽƌĞƚŚĂŶ
ƚǁŽ ĨŽůĚ ƚŚĞ d ĐĞůů ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͘ ^ƚŝůů͕ ƚŚĞ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ŽĨ />ͲϮ ĚŝĚ ŶŽƚ ƌĞĂĐŚ ƚŚĞ ůĞǀĞůƐ
ŽďƚĂŝŶĞĚ ƵƐŝŶŐ td WƐ͘ dŚŝƐ ŝƐ ŵŽƐƚ ůŝŬĞůǇ ĚƵĞ ƚŽ ƚŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚ ŽŶůǇ Ă ĨƌĂĐƚŝŽŶ ŽĨ
ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐĞǆƉƌĞƐƐ/ŝƉϯϱĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŵ/ŝ;&ŝŐƵƌĞ͘ϯͲϭĂͿ͘ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕




ƚŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĂůůŽǁƐ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ ĂŶ /ŝͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚdĐĞůůĞƉŝƚŽƉĞ͘

ϯ͘ϲ͘ ŝƐĐƵƐƐŝŽŶ
dŚĞ /ŝ ŚĂƐ ƉůĞŝŽƚƌŽƉŝĐ ĨƵŶĐƚŝŽŶƐ͕ ďĞŝŶŐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ĂĐƚŝǀŝƚŝĞƐ ĂƐ ĚŝǀĞƌƐĞ ĂƐ ƉƌŽƚĞŝŶ
ƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐ͕ĂŶƚŝŐĞŶƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͕ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶĂŶĚĐĞůůŵŽƚŝůŝƚǇ͘ϯϱdŚĞŚƵŵĂŶ/ŝƉϯϱ
ŝƐŽĨŽƌŵŝƐƉĞĐƵůŝĂƌŝŶƚŚĂƚŝƚĞŶĐŽŵƉĂƐƐĞƐĂŶZƌĞƚĞŶƚŝŽŶŵŽƚŝĨƚŚĂƚŵƵƐƚďĞŵĂƐŬĞĚďǇ
ŵĞŵďƌĂŶĞͲƉƌŽǆŝŵĂůƌĞƐŝĚƵĞƐŽĨƚŚĞD,//βĐŚĂŝŶƚŽĂůůŽǁĨƵƌƚŚĞƌƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐ͘ϯϲKŶĐĞĂƚ
ƚŚĞƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞ͕ /ŝƉϯϱ ŝƐ ŝŶƚĞƌŶĂůŝǌĞĚǀĞƌǇ ƌĂƉŝĚůǇĂŶĚ͕ĂƐŽƉƉŽƐĞĚƚŽ /ŝƉϯϯ͕ ŝƐŶŽƚ
ĚĞƚĞĐƚĞĚ Ăƚ ƚŚĞ ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ͘ϯϳ͕ϯϴ /ŵƉŽƌƚĂŶƚůǇ͕ /ŝƉϯϱ ŝƐ ĚŽŵŝŶĂŶƚ ĂŶĚ ƌĞŐƵůĂƚĞƐ ƚŚĞ
ƚƌĂĨĨŝĐŬŝŶŐ ŽĨ /ŝƉϯϯ ŝŶ ŵŝǆĞĚ ƚƌŝŵĞƌƐ͘Ϯϯ͕ϯϬ͘ dŚŝƐ ƉƌŽƉĞƌƚǇ ŵĂǇ ĂůůŽǁ /ŝƉϯϱ ƚŽ ĨŝŶĞůǇ ƚƵŶĞ
ĂŶƚŝŐĞŶƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶĂƐǁĞůůĂƐƐŽŵĞŽĨƚŚĞŽƚŚĞƌĨƵŶĐƚŝŽŶƐŽĨ/ŝ͘dŽĨƵƌƚŚĞƌĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞ
ƚŚĞ/ŝƉϯϱŝƐŽĨŽƌŵ͕ǁĞŐĞŶĞƌĂƚĞĚƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐŵŝĐĞŽŶƚŚĞϱϳ>ͬϲ͕,ͲϮďďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ͘dŚĞƐĞ
ŵŝĐĞ ǁĞƌĞ ĐƌŽƐƐĞĚ ƚŽ /ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŝĐĞ ƚŽ ŽďƚĂŝŶ ĂŶŝŵĂůƐ ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ ŽŶůǇ ƚŚĞ ŚƵŵĂŶ
ŝƐŽĨŽƌŵ͘tĞŚĂǀĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĂƚ/ŝƉϯϱŝƐĞǆƉƌĞƐƐĞĚŝŶĂĨƌĂĐƚŝŽŶŽĨĐĞůůƐ͕
ƌĞƐƚŽƌŝŶŐD, // ůĞǀĞůƐĂŶĚĂůůŽǁŝŶŐŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ ƚŽ ƚŚĞ ĨŽůůŝĐƵůĂƌ ƐƚĂŐĞ͘ ϯϭ /Ŷ ƚŚĞƉƌĞƐĞŶƚ
ƐƚƵĚǇ͕ ǁĞ ŚĂǀĞ ĂĚĚƌĞƐƐĞĚ ƚŚĞ ĐĂƉĂĐŝƚǇ ŽĨ /ŝƉϯϱ ƚŽ ĚƌŝǀĞ ƚŚǇŵŝĐ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ĂŶĚ ĂŶƚŝŐĞŶ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘
/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞĚŝƐƉůĂǇƌĞĚƵĐĞĚŶƵŵďĞƌƐŽĨϰнdĐĞůůƐ͕ďŽƚŚŝŶƚŚĞƚŚǇŵƵƐĂŶĚ
ƉĞƌŝƉŚĞƌǇ͘DĂŶǇŐƌŽƵƉƐŚĂǀĞĂĚĚƌĞƐƐĞĚƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝƐƚŝĐďĂƐŝƐďĞŚŝŶĚƚŚŝƐƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͘dŚĞ
ƌĞƐƵůƚƐƉŽŝŶƚƚŽƚŚĞĚŝƐƉůĂǇŽĨĂůĞƐƐĚŝǀĞƌƐĞD,//ͲĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚƉĞƉƚŝĚĞƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ͕ĐĂƵƐŝŶŐ
ŝŶĞĨĨŝĐŝĞŶƚ ƉŽƐŝƚŝǀĞ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞ ƚŚǇŵƵƐ͘ϭϰ͕ϭϲ͕ϭϳ dƌĂŶƐŐĞŶŝĐ ŵŝĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ Ă ƐŝŶŐůĞ
ƉĞƉƚŝĚĞͲD, ĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶ ;/Ͳď ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚ ƚŽ ƚŚĞ α ƉĞƉƚŝĚĞͿ ĂƐǁĞůů ĂƐ ,ϮͲDͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ĂŶŝŵĂůƐ ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ ŵŽƐƚůǇ D, //Ͳ>/W ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ĂƌĞ ŽƚŚĞƌ ĞǆĂŵƉůĞƐ ŽĨ ƚŚĞ
ƉŽŽƌϰнdĐĞůů ƐĞůĞĐƚŝŽŶĂƌŝƐŝŶŐ ĨƌŽŵƚŚĞĚŝƐƉůĂǇŽĨĂĚƌĂŵĂƚŝĐĂůůǇ ůĞƐƐĚŝǀĞƌƐĞƉĞƉƚŝĚĞ
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ͘ϯϵͲϰϮƐŽƵƌdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KŵŝĐĞŚĂǀĞŶŽƌŵĂůϰнdĐĞůůŶƵŵďĞƌƐĂŶĚƚŚĂƚƚŚĞƐĞ
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
d ĐĞůůƐ ĞǆƉƌĞƐƐ ŶŽƌŵĂů ůĞǀĞůƐ ŽĨ dZƐ͕ ǁĞ ĐŽŶĐůƵĚĞ ƚŚĂƚ /ŝƉϯϱ ĚŝǀĞƌƐŝĨŝĞĚ ƚŚĞ ƉŽŽů ŽĨ
ƉĞƉƚŝĚĞƐ ĚŝƐƉůĂǇĞĚ Ăƚ ƚŚĞ ƐƵƌĨĂĐĞ ŽĨ dƐ͕ ƚŚĞƌĞďǇ ƌĞŝŶĨŽƌĐŝŶŐ ƉŽƐŝƚŝǀĞ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ͘ KƵƌ
ƌĞƐƵůƚƐĂƌĞƌĞŵŝŶŝƐĐĞŶƚŽĨƚŚŽƐĞŽďƚĂŝŶĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇǁŝƚŚƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐŽŶůǇƚŚĞ
ŵƵƌŝŶĞ/ŝƉϯϭŽƌ/ŝƉϰϭŝƐŽĨŽƌŵƐ͘/ŶĚĞĞĚ͕ƚŚĞƐĞŵŝĐĞĞǆƉƌĞƐƐĞĚůŽǁůĞǀĞůƐŽĨ/ŝĂŶĚĚĞƐƉŝƚĞ
ƚŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚ D, // ůĞǀĞůƐ ǁĞƌĞ ŶŽƚ ĨƵůůǇ ƌĞƐƚŽƌĞĚ͕ ƚŚĞ d ĐĞůů ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ ĂƉƉĞĂƌĞĚ
ŶŽƌŵĂů͘ϭϲ͕ϭϳ dŚĞ ĐĂƵƐĞƐ ĨŽƌ ƚŚĞǁĞĂŬdZĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽŶ ƐŽŵĞŵĂƚƵƌĞϰн d ĐĞůůƐ ŽĨ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ĂŶŝŵĂůƐ ĂƌĞ Ɛƚŝůů ƐƉĞĐƵůĂƚŝǀĞ ďƵƚ ƚŚĞ ƌĞĚƵĐĞĚD, // ĚŝƐƉůĂǇ Ăƚ ƚŚĞ ƐƵƌĨĂĐĞ ŽĨ
ƚŚǇŵŝĐWƐĂŶĚƚŚĞůŝŵŝƚĞĚĚŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨďŽƵŶĚƉĞƉƚŝĚĞƐĂƌĞŵŽƐƚůŝŬĞůǇĐŚĂŶŐĞƐƚŚĂƚǁŝůů
ĂĨĨĞĐƚĂǀŝĚŝƚǇŽĨƚŚĞƐĞůĞĐƚĞĚdĐĞůůƐ͘ϭϴKŶĞŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐƉƵƚĨŽƌǁĂƌĚďǇ^ŚĂĐŚĂƌĞƚĂů͘ŝƐƚŚĂƚ
ƚŚĞƐĞ ĂƌĞ ŝŵŵĂƚƵƌĞ ĐĞůůƐ ƚŚĂƚ ĚŽ ŶŽƚŵĂƚƵƌĞ ĚƵĞ ƚŽ ƚŚĞ ĂďƐĞŶĐĞ ŽĨ ƐƵĨĨŝĐŝĞŶƚ ůĞǀĞůƐ ŽĨ
ƉĞƉƚŝĚĞͲD,//ĐŽŵƉůĞǆĞƐ͘^ƚŝůů͕ƚŚĞǇǁŽƵůĚĞƐĐĂƉĞŶĞŐĂƚŝǀĞƐĞůĞĐƚŝŽŶĂŶĚƐƵƌǀŝǀĞŝŶ ƚŚĞ
ƉĞƌŝƉŚĞƌǇ͘ϭϳ
tĞŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞĚƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƚŚĂƚƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ/ŝƉϯϱ͕ǁŚŝĐŚĚŝƐƉůĂǇƐƉĞĐƵůŝĂƌ
ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌƐŽƌƚŝŶŐƉĂƚƚĞƌŶƐ͕ŵĂǇƐĞůĞĐƚĨŽƌƉĞƉƚŝĚĞƐŽƌƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞƐƚŚĂƚƐŬĞǁƚŚĞdĐĞůů
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ͘dŚŝƐĂůůŽǁĞĚƵƐƚŽŵĂŬĞĂŶŝŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ͗ĂŶŽƚĂďůĞĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞŝŶƚŚĞ
sβ ƉĂŶĞů ƚĞƐƚĞĚ ǁĂƐ ƚŚĞ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶ ƚŚĞ ƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶ ŽĨ sβϱ ĂŶĚ sβϭϳ d ĐĞůůƐ ŝŶ ƚŚĞ /ŝͲ
ĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚ ƚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶŝŵĂůƐ ;&ŝŐƵƌĞ͘ϯͲϮĚͿ͘Ɛϱϳ>ͬϲŵŝĐĞŚĂƌďŽƌ
ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŵŽƵƐĞŵĂŵŵĂƌǇ ƚƵŵŽƌǀŝƌƵƐĞƐ ;DDdsƐͿ ϴ͕ ϵ ĂŶĚϭϳϰϯ͕ ŝƚ ŝƐ ůŝŬĞůǇ ƚŚĂƚ ƚŚĞ
ǀŝƌĂů ƐƵƉĞƌĂŶƚŝŐĞŶ ;ǀ^ŐͿͲŝŶĚƵĐĞĚ ĚĞůĞƚŝŽŶ ŝƐ ƐƵďͲŽƉƚŝŵĂů ŝŶ ƚŚĞ ĂďƐĞŶĐĞ ŽĨ /ŝ͘ dŚĞ ^ŐƐ
ĞŶĐŽĚĞĚ ďǇ ƚŚĞƐĞ ǀŝƌƵƐĞƐ ĂƌĞ ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ sβϱ͕ ϭϭ ĂŶĚ ϭϳ ďƵƚ ƚŚĞ ĚĞůĞƚŝŽŶ ŽĨ sβϭϭ ŝƐ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽŶ/ͲĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘^ŝŶĐĞϱϳ>ͬϲŵŝĐĞĚŽŶŽƚĞǆƉƌĞƐƐƚŚŝƐD,//ŝƐŽƚǇƉĞ͕sβϭϭ
dĐĞůůĚĞůĞƚŝŽŶĐŽƵůĚŶŽƚƚĂŬĞƉůĂĐĞ͘ϰϰ^ƚŝůů͕ŝŶƐƵƉƉŽƌƚŽĨĂƌŽůĞĨŽƌ/ŝŝŶǀ^ŐͲŵĞĚŝĂƚĞĚdĐĞůů
ŶĞŐĂƚŝǀĞƐĞůĞĐƚŝŽŶ͕sβϭϭĚĞůĞƚŝŽŶĚŝĚŶŽƚŽĐĐƵƌĞŝƚŚĞƌŽŶĂŶ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ͕/ͲнďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ͘ϴ
ƐƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨ/ŝŝŶĐƌĞĂƐĞĚƚŚĞƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶŽĨsβϱнĂŶĚsβϭϳнdĐĞůůƐ;&ŝŐƵƌĞ͘ϯͲϮĚͿ͕ŽƵƌ
ƌĞƐƵůƚƐƵŶƌĂǀĞůĞĚĨŽƌƚŚĞĨŝƌƐƚƚŝŵĞĂƉĂƌƚŝĂů/ͲͲŵĞĚŝĂƚĞĚ͕ƉĞƉƚŝĚĞͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞĚĞůĞƚŝŽŶŝŶtd
ĂŶŝŵĂůƐ͘ dŚĞ ƌĞĂƐŽŶ ǁŚǇ ƚŚŝƐ ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ ŽĨ /ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŝĐĞ ŚĂƐ ďĞĞŶ ŽǀĞƌůŽŽŬĞĚ ŝŶ Ă
ƉƌĞǀŝŽƵƐ ƐƚƵĚǇ ƚĞƐƚŝŶŐ ĨŽƌ sβϱн ;ŶŽƚ ĨŽƌsβϭϳͿ d ĐĞůů ŶƵŵďĞƌƐ ;ĚĞƐƉŝƚĞ Ă ƐŵĂůů ƌĞƉŽƌƚĞĚ
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ŝŶĐƌĞĂƐĞͿ ƌĞŵĂŝŶƐ ƚŽďĞĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚ ďƵƚ ĐŽƵůĚďĞ ĚƵĞ ƚŽ ƚŚĞ ƐƚƵĚǇŽĨŵŝĐĞ ŽŶĚŝĨĨĞƌĞŶƚ
ďĂĐŬŐƌŽƵŶĚƐ͘ϭϱůƚŚŽƵŐŚ sβϱ ĚĞůĞƚŝŽŶ ďǇ ǀ^Őϵ ŚĂƐ ďĞĞŶ ůŝŶŬĞĚ ŝŶŵĂŶǇ ƐƚƵĚŝĞƐ ƚŽ ƚŚĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŽĨ /Ͳ͕ ŝƚ ĂƉƉĞĂƌƐ ƚŚĂƚDdsϴ ĐĂŶ ĂůƐŽ ĚĞůĞƚĞ ƚŚŝƐsβ ĨĂŵŝůǇ͘ϰϱƐ ĨŽƌsβϭϳн d
ĐĞůůƐ͕ǀ^ŐϴͲŝŶĚƵĐĞĚsβϱĚĞůĞƚŝŽŶŵĂǇĂůƐŽďĞŵŽƌĞĞĨĨŝĐŝĞŶƚŝŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ/ͲďƵƚƐƚŝůů
ŽĐĐƵƌƐŽŶĂŶ/ͲͲ͕/ͲнďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ͘ϰϲ/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕,ϮͲDͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŵŝĐĞĂůƐŽĚŝƐƉůĂǇĂǀĞƌǇ
ůŝŵŝƚĞĚƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞŽĨƉĞƉƚŝĚĞƐĂŶĚƚŚĞĚĞůĞƚŝŽŶŽĨsβϱнĐĞůůƐǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽďĞŝŶĐŽŵƉůĞƚĞ
;sβϭϳнd ĐĞůůƐǁĞƌĞŶŽƚ ƚĞƐƚĞĚ ŝŶ ƚŚŝƐ ƐƚƵĚǇͿ͘ϯϵdŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚ ƚŚĞdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KƐŚŽǁƐĂŶ
ŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ ƉŚĞŶŽƚǇƉĞ ďĞƚǁĞĞŶ ǁŝůĚͲƚǇƉĞ ĂŶĚ /ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŝĐĞ ĐŽƵůĚ ďĞ ĞǆƉůĂŝŶĞĚ
ĞŝƚŚĞƌďǇ ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ /ŝƉϯϱͲŶĞŐĂƚŝǀĞ dƐ͘ůƚĞƌŶĂƚŝǀĞůǇ͕ ĂďŝĂƐĞĚƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ
ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ƚŽ D, // ŵŽůĞĐƵůĞƐ ŵĂǇ ƌĞĚƵĐĞ ǀ^Ő ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ƉƌĞǀĞŶƚ ŶĞŐĂƚŝǀĞ
ƐĞůĞĐƚŝŽŶŽĨd ĐĞůůƐ ƌĞƋƵŝƌŝŶŐŚŝŐŚĂǀŝĚŝƚǇ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ͘ /Ŷ ƐƵƉƉŽƌƚŽĨ ƚŚŝƐ ůĂƐƚ ŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐ͕
/ŝƉϯϱĚŝĚŶŽƚƌĞƐĐƵĞƚŚĞĚĞůĞƚŝŽŶŽĨϴнsβϱнdĐĞůůƐ;ĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿ͘/ŶĚĞĞĚ͕ƚŚĞǀ^ŐͲ
ƌĞĂĐƚŝǀĞ ϴн ƌĞƋƵŝƌĞ ŚŝŐŚ ĂǀŝĚŝƚǇ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĨŽƌ ŶĞŐĂƚŝǀĞ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ŝŶ ĂŶ /ŝͲŶĞŐĂƚŝǀĞ
ďĂĐŬŐƌŽƵŶŐ͘ϭϴ
ƌĞĐĞŶƚƌĞƉŽƌƚĐŽŶĐůƵĚĞĚƚŚĂƚĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ/ŝŝŶƉƌŽĨĞƐƐŝŽŶĂůWƐĐŽƵůĚƐƵƉƉŽƌƚ
ƚŚǇŵŝĐĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨ ŝE<dĐĞůůƐ͘ϭϵdŚŝƐǁĂƐ ŝŶĨĞƌƌĞĚŵĂŝŶůǇ ĨƌŽŵĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐƐŚŽǁŝŶŐ
ƚŚĂƚ/ŝͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚĂŶŝŵĂůƐĚĞǀĞůŽƉĞĚĨĞǁĞƌŝE<dĐĞůůƐ͘KƵƌƌĞĐŽŶƐƚŝƚƵƚĞĚŵŝĐĞĐŽŶĨŝƌŵĞĚƚŚĞ
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antigen loading at the plasma membrane.49,50 The rapid internalization of Iip35 and its 
localization in endosomes are characteristics certainly compatible with such functions.  
Our in vitro results on the presentation of OVA to a murine T cell hybridoma by 
macrophages from the Tgp35/mIiKO mice confirmed that Iip35 is functional. Indeed, the 
OVA323-339 epitope is totally dependent on Ii for its presentation. However, Tgp35/mIiKO 
mice immunized twice with the OVA protein in saponine-based adjuvant did not produce 
any specific IgG antibodies (data not shown). Many factors could explain this result. As 
compared to the endogenous mIi, Iip35 in Tgp35/mIiKO animals is expressed only in a 
fraction of the cells of any given APC population31 (Figure. 3-1). Also, despite the fact that 
most Iip35-expressing B cells appear to mature properly, there is a clear reduction in the 
number of spleen follicular mature B cells.31 These phenotypic characteristics may 
seriously hinder the presentation of the immunogen to T cells, thereby curtailing the B cell 
response.  
In conclusion, our results using the Tgp35/mIiKO mice have revealed that the 
human Iip35 is functional in diversifying the peptide repertoire associated to MHC II 
molecules. Accordingly, it allowed the presentation of a T cell epitope that is known to be 
strictly dependent on the expression of Ii.8,33 These mice should be useful in the future to 
investigate the role of Iip35 in the intracellular trafficking of MHC II molecules as well as in 
other functions such as signal transduction and the regulation of cell motility. These 
aspects are particularly interesting in the context where they rely on the cytoplasmic tail 
of Ii, which is peculiar in the Iip35 isoform. 
 
3.7. Methods 
Mice 
The Iip35 transgenic mice have been described previously.31 Briefly, the Ii cDNA 
was mutated on the second methionine codon to prevent translation of the Iip33 isoform. 
Transgenic mice were then bred with either C57BL/6 or C57BL/6-mIiKO mice to obtain 




ƚƌĂŶƐŐĞŶŝĐŵŝĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ/ŝƉϯϱĂůŽŶĞ;dŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KͿŽƌŝŶĂĚĚŝƚŝŽŶƚŽƚŚĞĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ/ŝ
;dŐƉϯϱͿ͘ ůů ƚŚĞ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐǁĞƌĞ ĚŽŶĞ ŝŶ ĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚ ĂŶĂĚŝĂŶ ĐŽƵŶĐŝů ŽĨ ĂŶŝŵĂů
ĐĂƌĞ͘

ŶƚŝďŽĚŝĞƐ
hϰϱ ŝƐŵŽƵƐĞ /Ő'ϭ ĂŶƚŝďŽĚǇ ƐƉĞĐŝĨŝĐ ƚŽ ƚŚĞ ͲƚĞƌŵŝŶĂů ƉĂƌƚ ŽĨ ŚƵŵĂŶ /ŝ͘ /ƚǁĂƐ
ƉƵƌŝĨŝĞĚ ĂŶĚ ĐŽƵƉůĞĚ ƚŽ ůĞǆĂͲϲϰϳ ;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ͕ ^ĂŶ ŝĞŐŽ͕ ͕ h^Ϳ͘ /ŶͲϭ ŝƐ Ă ƌĂƚ /Ő'Ϯď
ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ ƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶĂů ƉĂƌƚŽĨŵƵƌŝŶĞ /ŝ ;ͲWŚĂƌŵŝŶŐĞŶ͕DŝƐƐŝƐƐĂƵŐĂ͕͕h^ͿĂŶĚ
ǁĂƐ ĐŽƵƉůĞĚ ƚŽ ůĞǆĂͲϲϰϳ͘ dŚĞ ϴͲWĞƌĐW͕ ϰϱ͘ϮͲďŝŽƚŝŶ ĂŶĚ ŵŽƵƐĞͲ&/dͲsɴ ƉĂŶĞů
ĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ ǁĞƌĞ ƉƵƌĐŚĂƐĞĚ ĨƌŽŵ  WŚĂƌŵŝŶŐĞŶ͕ ǁŚŝůĞαͲ/Ͳď ;ϮϴͲϭϲͲϴ^Ϳ ĂŶƚŝďŽĚǇ ǁĂƐ
ƉƵƌĐŚĂƐĞĚ ĨƌŽŵ ĂůƚĂŐ ;^ĂŶ ŝĞŐŽ͕ ͕ h^Ϳ͘ ŶƚŝďŽĚŝĞƐ ĂŐĂŝŶƐƚ /Ͳď ;&ϲͲϭϮϬ͘ϭͿ ĂŶĚ
ϭϭďͲďŝŽƚŝŶǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵŝŽůĞŐĞŶĚ;^ĂŶŝĞŐŽ͕͕h^ͿǁŚŝůĞĂŶƚŝͲϰͲW͕ĂŶĚ
ϯͲ&/dǁĞƌĞƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵĞĚĂƌůĂŶĞ;ƵƌůŝŶŐƚŽŶ͕͕h^Ϳ͘dŚĞƐĞĐŽŶĚĂƌǇĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ
ƐƚƌĞƉƚĂǀŝĚŝŶĞͲW ǁĂƐ ƉƵƌĐŚĂƐĞĚ ĨƌŽŵ :ĂĐŬƐŽŶ /ŵŵƵŶŽƌĞƐĞĂƌĐŚ ;tĞƐƚ 'ƌŽǀĞ͕ W͕ h^Ϳ͘
dŚĞW^Ͳϱϳɲ'ĂůĞƌͲůŽĂĚĞĚϭĚͲƚĞƚƌĂŵĞƌƐͲWǁĂƐŽďƚĂŝŶĞĚĨƌŽŵƚŚĞE/,dĞƚƌĂŵĞƌŽƌĞ
&ĂĐŝůŝƚǇ;ƚůĂŶƚĂ͕'͕h^Ϳ͘

&ůŽǁǇƚŽŵĞƚƌǇ
^ŝŶŐůĞĐĞůůƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶƐǁĞƌĞŽďƚĂŝŶĞĚďǇŽƌŐĂŶƐĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ͘ZĞĚďůŽŽĚĐĞůůƐǁĞƌĞ
ůǇƐĞĚ ;ĨŽƌ ƐƉůĞĞŶ ĂŶĚ DͿ ďǇ ϱ ŵŝŶ ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ŝŶ Ϭ͕ϴϯй E,ϰů͘ ĞůůƐ ;ϭϬϲͿ ǁĞƌĞ
ƌĞƐƵƐƉĞŶĚĞĚŝŶW^͕&^ϯй͕,ĞƉĞƐϭϬŵDĂŶĚƐƚĂŝŶĞĚŽŶĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞĨŽƌϯϬŵŝŶŽŶŝĐĞ͘
&Žƌ ƚŽƚĂů ƐƚĂŝŶŝŶŐƐ͕ ĐĞůůƐǁĞƌĞ ĨŝƌƐƚ ŝŶĐƵďĂƚĞĚ ϭϬŵŝŶ ŝŶ W^ͬ&^ͬ,ĞƉĞƐ ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ Ϭ͕ϭй
ƐĂƉŽŶŝŶ͘ ĞůůƐ ǁĞƌĞ ĂŶĂůǇǌĞĚ ŽŶ Ă &^ĂůŝďƵƌ£ ĨůŽǁ ĐǇƚŽŵĞƚĞƌ ;ĞĐƚŽŶ ŝĐŬŝŶƐŽŶ͕
DŝƐƐŝƐƐĂƵŐĂ͕KŶƚĂƌŝŽ͕ĂŶĂĚĂͿ͘

103 
 
 
Peritoneal macrophages preparation 
Mice were sacrificed and peritoneal cavity was washed with 15mL of cold PBS, FBS 
3%. Harvested cells were either directly used for flow cytometry analysis or incubated in 
complete RPMI containing 100U/mL of IFN-γ (BD Pharmingen) at 37°C during 48h. Cells 
were then harvested and stained. 
 
Thymic epithelial cells (TEC) isolation 
Isolated thymus were superficially cut and incubated in RPMI without FBS under 
agitation at 4°C during 30min. Thymus were then digested twice with RPMI, collagenase D 
0,125%, DNAse I 0,1% during 20min. Digested cells were harvested and remaining thymus 
was dissociated using syringe and needle. Cells were centrifuged 10 min at 200g at 4°C 
and resuspended in PBS, FBS3%, Hepes 10mM, EDTA 5mM and incubated 10min at 4°C. 
Suspension was filtered on a 0.70µm filter and centrifuged 10min at 200g at 4°C. Pellet 
was resuspended in 4mL of 1,115g/mL Percoll solution and transferred in a FBS enrobed 
tube. On top, 2mL of the 1,065g/mL Percoll solution were added, then 2mL of PBS. The 
gradient tube was centrifuged 30 min at 1290g at 4°C. TEC cells were harvested from 
interface between PBS and 1,065g/mL solution then washed two times in complete media 
and stained. 
 
Invariant NK T cells staining 
Thymocytes were incubated with αGalCer-loaded CD1d-tetramers (or unloaded 
control) during 15min at 37°C and washed three times. Cells were then stained with anti-
CD3 antibody during 30min at 4°C and washed three times. One million cells were 
acquired on FACS.  
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Bone marrow-derived macrophages  
Bone marrow cells were incubated 2h at 37ºC in non-treated plastic dishes in order 
to eliminate the contaminating fibroblasts. Non adherent cells were transferred on tissue-
culture treated dishes and cultivated for 6 days in complete medium supplemented with 
10 % of conditioned culture medium from the L929 cell line. Then, the adherent cells were 
removed with PBS-EDTA 1mM and cultivated in 24-well plates (3.105 cells / well) in 
complete medium containing 100 U/ml of IFN-γ for 16h before the antigen presentation 
assay (see below). 
 
Antigen presentation assay 
Latex beads (0.8µm; MERCK, Kirkland, CA, USA) were washed with PBS and 
incubated in 10mg/mL of either OVA (Sigma, Oakville, CA, USA) or BSA overnight at 4°C 
under agitation then washed three times with PBS. OVA-coated beads were then 
incubated with 10µg/mL of rabbit anti-OVA antibody at 4°C for 1h before washing in cold 
PBS. Bone marrow-derived macrophages, prepared as described above, were incubated 
with antigen-coupled beads for 1h at 37°C and chased for 3h30. Then, 4x105 cells/well of 
OVA323–339-specific, I‐A
b
‐restricted B097.10 hybridoma (a kind gift from Dr. P. Marrack) 
were added and co-cultured overnight at 37°C. Secreted IL-2 was quantified by ELISA 
(eBioscience, San Diego, CA, USA).  
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3.10. Figure legends 
Figure 3-1 : Iip35 is expressed in APCs. 
Cells were stained for different markers prior to permeabilisation and staining with 
BU45 or In-1. Percentages of cells expressing Ii are indicated. (a) Peritoneal cavity was 
washed with cold PBS and cells were collected. After a 48h incubation period in the 
presence of 100U per mL of IFN-γ, cells were stained with an anti-CD11b mAb and with 
BU45 or In-1. (b) TECs were extracted from thymus by digestion with collagenase D, 
isolated on a percoll gradient and stained for I-Ab (28-16-8S), CD45.2 and BU45 or In-1. 
(c,d) Thymocytes were stained with BU45 or In-1, anti-CD3, -CD4 and -CD8. Cells were 
gated on CD3+CD8+ cells (c) or CD3+CD4+ cells (d). Data are representative of three 
independent experiments. 
 
Figure 3-2 : Iip35 restores thymic selection.   
Thymocytes (a) or splenocytes (b) were stained with anti-CD4 and -CD8 mAbs. 
Percentages of CD4+ and/or CD8+ T cells are indicated on the corresponding gates. (c) TECs 
(CD45.2- and I-Ab+) were isolated and stained for I-Ab and Iip35 or the endogenous mIi. 
MFV represents the mean fluorescence values on gated cells. Data are representative of 
three independent experiments. (d) Cells from lymph nodes were stained with anti-CD4 
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3.11. Figures 
 
Figure 3-1 : Iip35 is expressed in APCs. 
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Figure 3-2 : Iip35 restores thymic selection. 
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Figure 3-3 : Normal levels of TCR on CD4+ T cells from Tg mice. 
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Figure 3-4 : Iip35 restores the iNKT cells selection. 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-5 : OVA presentation in the context of Iip35. 
 Chapitre 4. Discussion 
 
La chaîne invariante (Ii ; CD74) est une protéine pléiotropique qui a un impact 
majeur dans le transport du CMH II et la présentation antigénique et qui permet la 
sélection thymique des cellules T CD4+.251, 252 Elle favorise également la présentation des 
lipides par les molécules CD1d et la sélection subséquente des cellules iNKT.179 Enfin, 
indépendamment de son rôle sur le CMH II, elle induit le développement des cellules B.374, 
390 La chaîne invariante a donc un rôle primordial sur le CMH II et l’immunité. L’isoforme 
humaine Iip35 est particulière par son motif de rétention dans le RE qui a un effet 
dominant sur le trafic des autres isoformes d’Ii contenues dans des trimères mixtes.205, 330, 
445 Contrairement à Iip33, elle est internalisée très rapidement et ne s’accumule donc pas 
en surface.194, 283 Enfin, son expression est anormale dans des pathologies telles que le 
diabète ou les cancers.452, 454 Cependant, le rôle physiologique du motif R-x-R de rétention 
et le rôle particulier de l’isoforme Iip35 demeurent nébuleux. Afin d’élucider le rôle d’Iip35 
dans les diverses fonctions connues de la chaîne invariante, nous avons généré des souris 
transgéniques exprimant cette isoforme. Les principaux résultats obtenus sont discutés ici.  
 
4.1. Génération et caractérisation des souris Tg exprimant Iip35 
Nous avons produit par transgénèse, trois souris fondatrices différentes qui 
expriment Iip35 (Tgp35). Ces souris ont été croisées avec des souris déficientes pour la 
chaîne invariante endogène (mIiKO)251, 252 afin d’obtenir des souris exprimant Iip35 
comme seule source de chaîne invariante (Tgp35/mIiKO). Les souris WT expriment 
uniquement la chaîne invariante murine et servent de contrôle. Nos souris sont des 
C57BL/6 ayant l’haplotype H2b. Les expériences ont été réalisées sur les descendants des 
différentes souris fondatrices et ont abouti aux mêmes résultats. Ceci permet d’être 
certain que le phénotype observé chez les souris Tg est bien dû à Iip35 et non à la 
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formation de trimères mixtes soit défavorisée par rapport à la formation de trimères 
contenant uniquement des formes murines ou uniquement Iip35. Malheureusement, il 
n’existe pas d’anticorps permettant de distinguer un trimère mixte d’un trimère 
contenant uniquement mIi. Par ailleurs, nous avons observé qu’il y a plus de cellules 
exprimant Iip35 chez les souris Tgp35/mIiKO que chez les souris Tgp35 ce qui suggère qu’il 
y aurait un développement préférentiel des cellules exprimant mIi par rapport à celles 
exprimant Iip35. Alternativement, il est possible que l’expression des deux chaînes 
invariantes soit délétère pour les cellules. En absence de mIi, les cellules exprimant Iip35 
pourraient se développer plus facilement. Afin de tester cette hypothèse, il serait 
intéressant de réaliser des expériences de souris chimériques. Pour cela, les souris mIiKO 
irradiées recevraient des cellules exprimant Iip35 ou mIi ou les deux ensemble. Le suivi 
des cellules injectées pourra déterminer s’il y a un développement préférentiel des 
cellules exprimant mIi au détriment de celles exprimant Iip35 ou si le défaut de 
développement est intrinsèque à Iip35.   
Afin d’observer plus finement la localisation intracellulaire de la chaîne invariante 
Iip35 chez les souris Tgp35/mIiKO, il pourrait être intéressant de réaliser des expériences 
de microscopie confocale. En marquant Iip35 et mIi ainsi que différents compartiments 
cellulaires, il serait possible de visualiser l’expression de surface ainsi que la rétention dans 
le RE et la répartition intracellulaire des molécules Iip35 et mIi. Par exemple, le RE peut 
être visualisé grâce aux anticorps anti-PDI, -Calnexine ou –BiP et les lysosomes grâce aux 
anti-Lamp1, -Lamp2, ou -Rab7. Ceci permettrait aussi de déterminer avec précision si les 
deux chaînes invariantes sont co-localisées dans les mêmes compartiments 
intracellulaires. Cette expérience a été réalisée au laboratoire sans conduire à des 
résultats concluants à cause de la difficulté à réaliser des colorations claires sur des 
cellules primaires, en particulier des splénocytes. Alternativement, la localisation d’Ii 
pourrait être détectée en utilisant la microscropie électronique. 
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Quant à Iip35, il exacerbe le phénomène en augmentant ce type conformation du CMH II, 
et ce, même en présence d’Ii murin (Figure 2-6).  
Tous ces résultats démontrent qu’Iip35 induit un changement de conformation du 
CMH II qui devient réceptif à l’anticorps AF6-120.1 et qui forme des complexes compacts 
réfractaires à la liaison de peptides exogènes.  
 
4.3. La rétention d’Iip35 dans le RE dans une population de cellules B 
Nous avons observé, dans les cellules B de la rate et de la moelle, qu’en présence 
d’Iip35, il y avait une augmentation de l’expression totale d’Ii murin (Figure 2-1 et Figure 
2-7). Ces résultats pourraient être la conséquence d’une compétition entre les deux Ii 
pour la liaison au CMH II, ce qui causerait l’accumulation dans le RE de quelques 
molécules d’Ii murin qui ne pourraient donc pas être dégradées. Ceci concorde avec le 
nombre accru de complexes CLIP-CMH II observés chez les souris Tgp35/mIiKO par rapport 
aux souris Tgp35 (Figure 2-2). Dans ces dernières, Iip35 et mIi sont en compétition pour la 
liaison à I-Ab donc il y a moins de molécules Iip35 transportées dans les endosomes et 
donc moins de CLIP généré. De plus, on a détecté des populations de cellules B dans 
lesquelles Iip35 ne semble pas être fonctionnel. On avait vu, précédemment, que dans les 
cellules de souris Tgp35, Iip35 induisait des formes immatures et des agrégats du CMH II 
même en présence d’Ii murin ce qui veut dire qu’Iip35 retient quelques CMH II dans le RE 
(voir section 4.2 ci-dessus et Figure 2-3). Nous avons aussi observé, dans les cellules B de 
la moelle, qu’en dépit de l’expression simultanée de mIi et Iip35 dans les souris Tgp35, 
Iip35 agit comme un dominant négatif et réduit l’expression du CMH II en surface par 
rapport aux souris WT (Figure 2-7). Cette population de cellules n’assure apparemment 
pas la sortie du RE d’Iip35 causant la rétention du CMH II dans ce compartiment. Ceci 
concorde avec l’augmentation de l’expression d’Ii murin dans ces mêmes cellules de 
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moelle (Figure 2-7). Les mêmes observations ont été faites dans la rate (Figure 2-4 et 
Figure 2-8).  
Cependant, la nature de cette population qui n’assure pas la sortie du RE d’Iip35 de 
même que le mécanisme causant cette rétention demeurent nébuleux et méritent d’être 
éclaircis grâce à des expériences supplémentaires. Tout d’abord, il faudrait déterminer la 
nature de cette population de cellules B. Pour cela, il faudrait réaliser des marquages en 
utilisant des marqueurs additionnels de ceux utilisés, tels que CD23, CD25, CD43, Flt3 ou 
CD24 afin de pouvoir discriminer précisément les différents stades de maturation dans la 
rate.383 Ensuite, ces cellules devraient être marquées pour le CMH II en surface et pour 
l’expression d’Iip35. Ceci pourrait nous permettre d’évaluer quelle sous-population 
n’assure pas la sortie du RE d’Iip35 et n’augmente pas le CMH II en surface. Une fois la 
population identifiée, il faudrait déterminer la cause de la rétention d’Iip35 dans le RE. 
L’explication la plus logique est qu’Iip35 n’est pas phosphorylé dans ces cellules.449, 450 
Pour tester ceci, il faudrait isoler les cellules B d’intérêt et quantifier, soit par 
immunoprécipitation et western blot, soit par ELISA, la phosphorylation des sérines 
d’Iip35 en comparant avec un contrôle de cellules B exprimant fortement le CMH II en 
surface.270, 374 Il n’existe pas d’anticorps spécifique des sérines de la queue cytoplasmique 
d’Iip35, cependant, la phosphorylation globale de la protéine Iip35 correspond à celle des 
deux sérines. En effet, les précédentes études étudiant la phosphorylation d’Iip35 ont 
montré que lorsque les deux sérines de la queue cytoplasmique sont mutées, aucune 
phosphorylation d’Iip35 n’est détectée.450 Pour essayer d’augmenter la sortie du RE 
d’Iip35, on pourrait ensuite stimuler des splénocytes, in vitro, avec de la PMA. Cette 
drogue stimule l’activité de la PKC et augmente donc la phosphorylation d’Iip35 ainsi que 
sa sortie du RE.201, 459 Le CMH II en surface serait ensuite mesuré pour évaluer si la 
phosphorylation d’Iip35 a permis d’accroitre le taux de sortie du RE. Un marquage des 
cellules B pourrait déterminer si l’augmentation de la sortie du RE rétablit la maturation 
des cellules. Par ailleurs, on pourrait également introduire, dans les différentes 
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populations de cellules B, des protéines Iip35 ayant des mutations au niveau des deux 
sérines les empêchant d’être phosphorylées, et observer la rétention dans le RE d’Iip35. Si 
la phosphorylation déficiente d’Iip35 dans ces cellules est bien la cause du défaut de 
maturation, il faudrait déterminer si ceci est dû à une réduction de l’expression et de 
l’activation des PKC dans ces cellules.  
Il a aussi été démontré qu’Iip35 phosphorylé interagissait avec la protéine 14-3-3, 
ce qui favorisait la sortie du RE. Il est possible qu’une interaction sous-optimale entre 
Iip35 et 14-3-3 résulte en une rétention accrue d’Iip35 dans le RE.450, 460 L’expression de 
14-3-3 murin pourrait être évaluée par western blot et l’association entre Iip35 et 14-3-3 
observée grâce à une immunoprécipitation d’Iip35 suivie d’un blot avec un anticorps 
dirigé contre 14-3-3.450 
Toutes ces expériences pourraient nous informer, à la fois sur la nature de la 
population de cellules B qui présente une rétention d’Iip35, mais aussi sur la cause de 
cette rétention. 
 
4.4. Le rôle d’Iip35 dans le développement des cellules B 
Les souris déficientes en chaîne invariante ont un défaut de maturation des cellules 
B qui se traduit par une augmentation du nombre de cellules immatures (T1) et une 
réduction de cellules folliculaires matures (FO). La proportion de cellules de la zone 
marginale (MZ) est également accrue.344, 387, 403  
Comme attendu, nos résultats démontrent que les souris mIiKO ont une réduction 
du pourcentage de cellules FO ainsi qu’une augmentation de celui des cellules T1 et MZ. 
Chez les souris Tg, le développement des cellules B a été observé en fonction du niveau 
d’expression d’Iip35. Parmi les cellules qui expriment de forts niveaux d’Iip35 (Iip35high), 
on observe une augmentation de la proportion de T1 et une réduction de cellules FO 
(Figure 2-9 et Figure 2-12) démontrant que ces cellules ne se développent pas 
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correctement et qu’il y a une accumulation de cellules immatures. Inversement, chez les 
cellules Iip35int, la proportion de cellules FO est identique à celle des souris WT ce qui 
démontre qu’Iip35, exprimé à des niveaux moyens, assure le développement des cellules 
FO. Par contre, on observe très peu de cellules MZ exprimant Iip35, quel que soit le niveau 
d’expression de ce dernier (Figure 2-9 et Figure 2-12). Ces résultats démontrent deux 
choses. Premièrement, Iip35 exprimé à des niveaux moyens, est capable d’assurer la 
maturation des cellules B alors que des forts niveaux d’expression sont néfastes pour les 
cellules. Deuxièmement, le développement des cellules B en cellules FO ou MZ est le 
résultat de deux processus indépendants l’un de l’autre puisqu’on observe peu de cellules 
MZ, indépendamment de la proportion de FO ou du niveau d’expression d’Iip35. En effet, 
des niveaux intermédiaires d’Iip35 permettent le développement en cellules FO mais pas 
en cellules MZ, ce qui démontre que le processus de développement est différent pour ces 
deux populations. De plus, celles-ci sont issues des précurseurs T2, mais leur 
développement n’est pas dépendant l’un de l’autre. En effet, pour les cellules Iip35high, 
malgré la diminution du nombre de cellules FO, on n’observe pas d’augmentation du 
nombre de cellules MZ ce qui démontre qu’il n’y a pas développement d’une population 
au détriment de l’autre. Ainsi, le processus de développement des cellules FO et des 
cellules MZ est différent et indépendant l’un de l’autre. 
Afin d’affiner l’évaluation de la maturation des cellules B, il serait intéressant 
d’observer quelles sont les proportions de cellules dans les ganglions lymphatiques, 
puisque chez les souris mIiKO, la réduction de cellules matures est dramatique.387, 389, 403 
De plus, il serait intéressant de déterminer les proportions des cellules B1, caractérisées 
par un phénotype IgMhigh IgDlow CD43+ CD23- B220low, 461 et de voir si Iip35 a un effet sur 
le développement de cette lignée. Benlagha et al, ont observé seulement une légère 
diminution de cellules B1 chez les souris mIiKO.403 Cependant, Iip35 pourrait avoir un effet 
sur le développement de ces cellules, comme il a un impact sur le compartiment des 
cellules MZ, indépendamment du développement des autres sous-types de cellules B. 
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Ğƚ ŝŶĚƵŝƐĞ ƵŶĞ ƌĠƉŽŶƐĞ͘ WĂƌ ĂŝůůĞƵƌƐ͕ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĚ͛/ŝƉϯϱ ĞŶ ƐƵƌĨĂĐĞ ĐŽŶĐŽƌĚĞ
ĂǀĞĐůĞƐĠƚƵĚĞƐƉƌĠĐĠĚĞŶƚĞƐƋƵŝĚĠŵŽŶƚƌĞŶƚƋƵ͛/ŝƉϯϱŶ͛ĞƐƚĚĠƚĞĐƚĠĞŶƐƵƌĨĂĐĞƋƵĞůŽƌƐƋƵĞ
ů͛ŝŶƚĞƌŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ ĞƐƚ ďůŽƋƵĠĞ͘ DġŵĞ ĚĂŶƐ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĠĞƐ ĞǆƉƌŝŵĂŶƚ ĚĞ ĨŽƌƚƐ
ŶŝǀĞĂƵǆĚ͛/ŝƉϯϱ͕ĂƵĐƵŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĞŶƐƵƌĨĂĐĞŶ͛ĞƐƚĚĠƚĞĐƚĠĞ͘ĞĐŝƐƵŐŐğƌĞƋƵĞ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ
ĚƵD/&ĞŶƐƵƌĨĂĐĞŶ͛ĞƐƚƉĂƐƵŶƉƌĠƌĞƋƵŝƐƉŽƵƌůĞĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕
ƉŽƵƌ ĞǆĐůƵƌĞ ĐĞƚƚĞ ƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ͕ ŝů ĨĂƵĚƌĂŝƚ ƐƚŝŵƵůĞƌ ĚĞƐ ƐƉůĠŶŽĐǇƚĞƐ ĂǀĞĐ ĚƵ D/& ĂĨŝŶ ĚĞ
ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌƐŝ ůĞƐĐĞůůƵůĞƐ ŝƐƐƵĞƐĚĞƐŽƵƌŝƐdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KƐŽŶƚ ŝŶĚƵŝƚĞƐĞƚƉƌŽůŝĨğƌĞŶƚ͘WŽƵƌ
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ĐĞůĂ͕ůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶƉĞƵƚġƚƌĞŵĞƐƵƌĠĞƉĂƌů͛ŝŶĐŽƌƉŽƌĂƚŝŽŶĚĞϯ,ͲƚŚǇŵŝĚŝŶĞĞƚůĂĚŝǀŝƐŝŽŶ
ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ƉĂƌ ƵŶ ŵĂƌƋƵĂŐĞ ă ů͛ŝŽĚƵƌĞ ĚĞ ƉƌŽƉŝĚŝƵŵ͘ϯϳϰ͕ ϯϵϮ /ů Ă ĠƚĠ ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ
ů͛ŝŶƚĞƌŶĂůŝƐĂƚŝŽŶĚƵD/&ƉĞƵƚĂǀŽŝƌůŝĞƵĚĂŶƐĚĞƐĐĞůůƵůĞƐŶŽŶŝŵŵƵŶĞƐ͕ĐĞƋƵŝƐƵŐŐğƌĞƋƵĞ
ůĞD/&ƉĞƵƚġƚƌĞĞŶĚŽĐǇƚĠŵġŵĞĞŶĂďƐĞŶĐĞĚ͛/ŝ͘ϰϲϮKŶƉĞƵƚĂůŽƌƐƐƉĠĐƵůĞƌ͕ƋƵ͛ĞŶĂďƐĞŶĐĞ
Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ Ě͛/ŝ ĞŶ ƐƵƌĨĂĐĞ͕D/& ƐĞƌĂŝƚ ŝŶƚĞƌŶĂůŝƐĠ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĞŶĚŽƐŽŵĞƐ ĚĂŶƐ ůĞƐƋƵĞůƐ ŝů
ŝŶĚƵŝƌĂŝƚůĞĐůŝǀĂŐĞĚ͛/ŝ͘ŚĞǌůĞƐĐĞůůƵůĞƐĚĞƐŽƵƌŝƐdŐƉϯϱͬŵ/ŝ<KƋƵŝĞǆƉƌŝŵĞŶƚĚĞƐŶŝǀĞĂƵǆ
ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞƐĚ͛/ŝƉϯϱĞƚƋƵŝƐĞĚĠǀĞůŽƉƉĞŶƚĐŽƌƌĞĐƚĞŵĞŶƚĞŶ&K͕ ŝůƐĞƌĂŝƚ ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚĚĞ
ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ Ɛŝ ůĂ ǀŽŝĞ ĚĞ ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ ĚƵ D/& ĞƐƚ ĂĐƚŝǀĠĞ͘ WĂƌ ĞǆĞŵƉůĞ͕ ŝů ĨĂƵĚƌĂŝƚ
ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌƉĂƌ ŝŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶĞƚǁĞƐƚĞƌŶďůŽƚ Ɛŝ ůĞƐƉƌŽƚĠŝŶĞƐ^ǇŬ͕ŬƚĞƚ Z<ϭͬϮ
ƐŽŶƚƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĠĞƐ͘ϮϳϬ͕ϯϳϰ͕ϯϵϮWŽƵƌŽďƐĞƌǀĞƌů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĚĞůĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ͕ŝůĞƐƚƉŽƐƐŝďůĞ
ĚĞĚĠƚĞĐƚĞƌ͕ƉĂƌZdͲWZ͕ ůĞƐŶŝǀĞĂƵǆĚ͛ZEĚĞĐůͲϮ͕ĐůͲy>ĞƚdƉϲϯ͘ϯϵϮ͕ ϯϵϯ /ů ĨĂƵĚƌĂŝƚĂƵ
ƉƌĠĂůĂďůĞ͕ ƚƌŝĞƌ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ƋƵŝ ĞǆƉƌŝŵĞŶƚ /ŝƉϯϱ͘ ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ůĞ ƉƌŽďůğŵĞ ĚĞ ĐĞƐ
ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐƐĞƌĂĚĞĚŝƐƚŝŶŐƵĞƌůĞƉŚĠŶŽƚǇƉĞĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ/ŝƉϯϱŝŶƚĞƚ/ŝƉϯϱŚŝŐŚ͘
WĂƌ ĂŝůůĞƵƌƐ͕ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ ^ŚĂĐŚĂƌ Ă ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚ ϭͲϴϮ Ě͛/ŝ ĠƚĂŝƚ
ƐƵĨĨŝƐĂŶƚƉŽƵƌŝŶĚƵŝƌĞůĂŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ĞƉůƵƐ͕ůĞĐůŝǀĂŐĞŝŶƚƌĂŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞĚƵ
ĨƌĂŐŵĞŶƚϭͲϴϮŐĠŶğƌĞůĞƐĞŐŵĞŶƚϭͲϰϮƋƵŝŵŝŐƌĞĚĂŶƐůĞŶŽǇĂƵĞƚĂĐƚŝǀĞĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚE&Ͳ
κ͘ϯϵϭ͕ϯϵϰĂŶƐĐĞƐĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ͕ŵġŵĞƐĂŶƐƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶƉƌĠĂůĂďůĞƉĂƌůĞD/&͕ůĞĨƌĂŐŵĞŶƚ
ϭͲϰϮ ĞƐƚ ŐĠŶĠƌĠ Ğƚ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞ ĐĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚ͕ ŽƵ ĚƵ ĨƌĂŐŵĞŶƚ ƉůƵƐ ůŽŶŐ ϭͲϴϮ͕ ĞƐƚ
ƐƵĨĨŝƐĂŶƚĞƉŽƵƌĂĐƚŝǀĞƌE&ͲκĞƚůĂƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘ĞƐƌĠƐƵůƚĂƚƐĐŽŶĐŽƌĚĞŶƚĂǀĞĐ
ůĞƐ ŶƀƚƌĞƐ ƋƵŝ ĚĠŵŽŶƚƌĞŶƚ ƋƵ͛/ŝƉϯϱŝŶƚ ƌĠƚĂďůŝƚ ůĞ ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ &K͘ ĞĐŝ
ƐƵŐŐğƌĞƋƵĞĚĂŶƐŶŽƐƐŽƵƌŝƐdŐ͕/ŝƉϯϱĞƐƚĐůŝǀĠĂƵŶŝǀĞĂƵĚƵĚŽŵĂŝŶĞƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ͕
ĐŽŵŵĞ /ŝŵƵƌŝŶ͕ Ğƚ ƋƵ͛ŝů ĂĐƚŝǀĞE&Ͳκ͘WŽƵƌĚĠŵŽŶƚƌĞƌ ĐĞƚƚĞŚǇƉŽƚŚğƐĞ͕ ŝů ĨĂƵĚƌĂŝƚ ƚŽƵƚ
Ě͛ĂďŽƌĚǀĠƌŝĨŝĞƌƋƵĞůĞĐůŝǀĂŐĞƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞĚ͛/ŝƉϯϱĂƌĠĞůůĞŵĞŶƚůŝĞƵĐŚĞǌŶŽƐƐŽƵƌŝƐ
dŐ͘ WŽƵƌ ĐĞůĂ͕ ŝů ĨĂƵĚƌĂŝƚ ƌĠĂůŝƐĞƌ ƵŶĞ ŝŵŵƵŶŽƉƌĠĐŝƉŝƚĂƚŝŽŶ ĞŶ ƵƚŝůŝƐĂŶƚ ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ WŝŶͲϭ͕
ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞĚƵĚŽŵĂŝŶĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞĚ͛/ŝŚƵŵĂŝŶ͕ƉƵŝƐĚĞƉƌŽĐĠĚĞƌăƵŶǁĞƐƚĞƌŶďůŽƚĞŶ
ƵƚŝůŝƐĂŶƚĐĞŵġŵĞĂŶƚŝĐŽƌƉƐ͘ĞĐŝƉĞƌŵĞƚƚƌĂĚĞĚĠƚĞĐƚĞƌůĂƋƵĞƵĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞĚ͛/ŝƉϯϱĞƚ
ĂƵƐƐŝ͕ůĞĐĂƐĠĐŚĠĂŶƚ͕ůĞĨƌĂŐŵĞŶƚĐůŝǀĠ͘ϯϵϰĞĨƌĂŐŵĞŶƚĚĞǀƌĂŝƚġƚƌĞĨŽƌŵĠƉĂƌůĞƐƌĠƐŝĚƵƐϭ
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ăϵϴĚĞ ů͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ /ŝƉϯϱ ;ϭͲϵϴͲ/ŝƉϯϱͿ͘ĨŝŶĚĞǀĠƌŝĨŝĞƌƋƵ͛/ŝƉϯϱĞƐƚďŝĞŶĐĂƉĂďůĞĚ͛ŝŶĚƵŝƌĞ
E&Ͳκ͕ ŽŶ ƉŽƵƌƌĂŝƚ ƵƚŝůŝƐĞƌ ƵŶ ŐğŶĞ ƌĂƉƉŽƌƚĞƵƌ ůƵĐŝĨĠƌĂƐĞ ƉůĂĐĠ ĞŶ ĂǀĂů ĚƵ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌ
ŚƵŵĂŝŶ ĚĞE&Ͳκ͘ hŶĞ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ ĚƵ ƉůĂƐŵŝĚĞ ƌĂƉƉŽƌƚĞƵƌ ĂŝŶƐŝ ƋƵ͛/ŝƉϯϱ ƉŽƵƌƌĂŝƚ ġƚƌĞ
ĨĂŝƚĞ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ŚƵŵĂŝŶĞƐ ,<Ϯϵϯd͘ϯϵϭ hŶ ƉůĂƐŵŝĚĞ ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ ůĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚ
ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ ϭͲϵϴͲ/ŝƉϯϱ ĚĞǀƌĂ ġƚƌĞ ĂũŽƵƚĠ ƉŽƵƌ ĚĠŵŽŶƚƌĞƌ ƋƵĞ Đ͛ĞƐƚ ďĞů Ğƚ ďŝĞŶ ĐĞ
ĨƌĂŐŵĞŶƚƋƵŝĞƐƚƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞĚĞů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶĚĞE&ͲκĞƚƋƵ͛ŝůĞƐƚĠƋƵŝǀĂůĞŶƚĂƵƐĞŐŵĞŶƚ
ϭͲϴϮĚ͛/ŝŵƵƌŝŶ͘ŶƐƵŝƚĞ͕ŝůƐĞƌĂŝƚŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚĚĞŐĠŶĠƌĞƌƵŶĞƐŽƵƌŝƐdŐƐĞŵďůĂďůĞăĐĞůůĞĚĞ
DĂƚǌĂ Ğƚ Ăů͕ ŵĂŝƐ ƋƵŝ ĞǆƉƌŝŵĞƌĂŝƚ ůĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚ ϭͲϵϴͲ/ŝƉϯϱ ĂƵ ůŝĞƵ ĚƵ ĨƌĂŐŵĞŶƚ ϭͲϴϮ Ě͛/ŝ
ŵƵƌŝŶ͘ϯϵϬ WŽƵƌ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ Ɛŝ ĐĞ ĨƌĂŐŵĞŶƚ Ě͛/ŝƉϯϱ ŝŶĚƵŝƚ ůĂ ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ 
ĐŽŵŵĞůĞĨĂŝƚĐĞůƵŝĚ͛/ŝŵƵƌŝŶ͕ĚĞƐŵĂƌƋƵĂŐĞƐĚĞĐĞůůƵůĞƐĚĂŶƐ ůĂŵŽĞůůĞ͕ ůĂƌĂƚĞĞƚ ůĞƐ
ŐĂŶŐůŝŽŶƐ ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ ġƚƌĞ ƌĠĂůŝƐĠƐ͘ Ğ ƉůƵƐ͕ ĚĞƐ ŵĂƌƋƵĂŐĞƐ ĚĞ ĐĞůůƵůĞƐ  ĂƵ &^
ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ ĚĠŵŽŶƚƌĞƌ Ɛŝ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ĚĞ ůĂ ƐŽƵƌŝƐ ĞǆƉƌŝŵĂŶƚ ϭͲϵϴͲ/ŝƉϯϱ ƐĞ ĚŝǀŝƐĞŶƚƉůƵƐ
ƋƵĞĐĞůůĞƐĚĞƐƐŽƵƌŝƐŵ/ŝ<K͘
dŽƵƚĞƐĐĞƐĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐƉĞƌŵĞƚƚƌŽŶƚĚ͛ĠĐůĂŝƌĐŝƌůĞŵĠĐĂŶŝƐŵĞĚ͛ĂĐƚŝŽŶĚ͛/ŝƉϯϱƐƵƌůĞ
ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ͘

ϰ͘ϱ͘ >͛ŝŵƉĂĐƚĚ͛/ŝƉϯϱƐƵƌůĂĨŽŶĐƚŝŽŶĚĞƐĐĞůůƵůĞƐ
EŽƐƌĠƐƵůƚĂƚƐŽŶƚĚĠŵŽŶƚƌĠƋƵĞůĞƐĐĞůůƵůĞƐ/ŝƉϯϱŝŶƚƐĞĚĠǀĞůŽƉƉĞŶƚĐŽƌƌĞĐƚĞŵĞŶƚ
ĞŶ ĐĞůůƵůĞƐ ŵĂƚƵƌĞƐ &K͘ ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ŽŶ ŶĞ ƐĂŝƚ ƉĂƐ Ɛŝ ĐĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ƐĠůĞĐƚŝŽŶŶĠĞƐ ƐŽŶƚ
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aussi la coopération des cellules T. Pour observer directement la fonction des cellules B, 
indépendamment des cellules T, on pourrait immuniser des souris avec un antigène T-
indépendant comme le TNP-BA (trinitrophényl conjugué à Brucella abortus) ou TNP-LPS 
(trinitrophényl-LPS).387, 463, 464 La réponse anticorps nous permettra de savoir si les 
cellules B, par elles-mêmes, sont capables de reconnaître l’antigène et de produire des 
anticorps. De plus, une quantification des isotypes IgM et IgG permettra également 
d’évaluer la capacité des cellules B à réaliser la commutation de classes. Enfin, il serait 
intéressant de tester la réponse dépendante des cellules T en immunisant les souris avec 
d’autres antigènes que l’OVA. 
 
4.6. Le rôle d’Iip35 dans le développement des cellules T 
Les souris déficientes en chaîne invariante ont un répertoire de peptides moins 
diversifié que celui des souris WT, ce qui cause un défaut de sélection thymique 
conduisant à une réduction du nombre de cellules T CD4+ dans le thymus et en 
périphérie.251, 252, 349 Dans nos souris Tgp35/mIiKO, le nombre de TEC exprimant Iip35 est 
réduit par rapport aux cellules WT et le CMH II en surface est augmenté à des niveaux 
intermédiaires entre celui des cellules WT et mIiKO (Figure 3-1 et Figure 3-2). Malgré cela, 
Iip35 rétablit complètement la sélection thymique (Figure 3-2). De plus, le niveau 
d’expression du TCR à la surface des cellules T, qui est réduit chez les souris mIiKO, est 
totalement rétabli par Iip35. Ces résultats démontrent qu’Iip35 est capable de diversifier 
le répertoire de peptides ce qui permet la sélection thymique positive et qu’il restaure 
également l’expression correcte du TCR. De plus, ceci concorde avec les études 
précédentes qui démontraient que des faibles niveaux d’expression du CMH II ou d’Ii 
étaient suffisants pour rétablir complètement la sélection thymique.351, 352  
Cependant, des expériences complémentaires pourraient être effectuées pour 
caractériser plus en détail les cellules T CD4+ sélectionnées afin de déterminer si elles sont 
fonctionnelles. Il serait intéressant de tester leur réactivité à des mitogènes comme la 
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particulier les MMTV 8, 9 et 17 qui causent la délétion clonale des cellules exprimant Vβ5 
et Vβ17.112, 468, 469 Ceci démontre qu’en absence de chaîne invariante, la présentation de 
ces SAg n’est pas optimale ce qui réduit la délétion des cellules T spécifiques. Les souris 
Tgp35/mIiKO ont également une augmentation du nombre de cellules exprimant Vβ5 et 
17, mais le phénotype est intermédiaire entre celui des souris WT et mIiKO (Figure 3-2). 
Ces résultats démontrent qu’Iip35 restaure la sélection thymique médiée par les peptides 
mais la présentation des SAg demeure affectée. Le phénotype intermédiaire observé chez 
les souris Tgp35/mIiKO pourrait être dû au nombre réduit de TEC expriment Iip35. Cela 
pourrait aussi être dû à un répertoire biaisé de peptides associés au CMH II qui réduirait la 
présentation des SAg, prévenant ainsi la sélection négative des cellules T qui nécessite des 
liaisons de forte avidité.470  
Afin d’évaluer plus précisément la présentation des SAg, il serait intéressant 
d’évaluer la liaison et la présentation de SEA ou TSST-1 par exemple, qui sont des SAg 
bactériens dont la présentation est dépendante de la liaison d’un peptide sur le CMH II.471, 
472 Pour réaliser cela, les cellules de souris WT, mIiKO et Tgp35/mIiKO pourraient être 
incubées en présence de SAg marqué à la biotine ce qui permettrait la détection de la 
quantité de SAg lié. Un ratio de la liaison du SAg sur l’expression du CMH II nous donnerait 
une indication sur la capacité de liaison des SAg sur les différentes cellules. De plus, il est 
possible de faire un test de présentation antigénique avec ces SAg. Des splénocytes, issus 
de nos souris Tg, pourraient être incubés en présence de SEA ou TSST-1 et d’hybridomes T 
spécifiques (I1B3 et KOX15.5.8 respectivement).471, 473 La stimulation des cellules T nous 
donnera une indication sur l’efficacité de présentation des SAg. On s’attend ce que les 
cellules mIiKO lient et présentent peu les SAg et qu’Iip35 rétablisse partiellement cette 
présentation. 
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4.7. Le rôle d’Iip35 dans la présentation antigénique 
Il a été démontré que certains antigènes, tels que l’OVA, requièrent la chaîne 
invariante pour être correctement présentés. Les macrophages de souris mIiKO ne sont 
donc pas capables d’assurer la présentation antigénique de l’OVA aux cellules T. Quant à 
Iip35, il restaure la présentation de cet antigène même si la stimulation des cellules T 
n’égale pas celle des souris WT (Figure 3-5). Compte tenu du nombre réduit de 
macrophages exprimant Iip35 par rapport à ceux exprimant mIi, on peut conclure qu’Iip35 
est capable d’assurer la présentation antigénique d’un épitope dépendant d’Ii et qu’il est 
fonctionnel.  
Cependant, pour démontrer qu’Iip35 est capable de restaurer la présentation 
antigénique de manière générale et pas seulement celle de l’OVA, il faudrait refaire cette 
expérience en utilisant d’autres antigènes dont la présentation dépend d’Ii, comme HEL 
ou KLH.251, 252, 346 Pour comparer la capacité de présentation antigénique d’Iip35 à Iip33, il 
est également possible d’utiliser des lignées humaines transfectées avec Iip33 et/ou Iip35 
et de mesurer la stimulation de cellules T spécifiques. Ceci nous permettrait de voir si 
Iip35 est aussi efficace qu’Iip33 pour présenter un antigène, en comparant avec des 
cellules exprimant Iip33 et Iip35 ensemble, qui est la condition physiologique.  
 
4.8. Perspectives 
4.8.1. Le rôle d’Ii comme molécule clé de la signalisation par les 
cytokines 
Il a été démontré que d’autres cytokines, telles que midkine (MK) et HGF, 
dépendent d’Ii dans leur rôle sur le développement des cellules B.396, 397 Il serait 
intéressant d’évaluer l’impact de ces cytokines sur les cellules issues de souris 
Tgp35/mIiKO. L’expression de HGF, et de son récepteur c-Met, est activée après induction 
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par MIF.396 Il serait intéressant d’évaluer, par FACS, l’expression de ces deux protéines 
dans les différents stades de maturation des cellules B. Ceci nous permettra de vérifier si 
Iip35 a un impact sur l’expression de c-Met et HGF au cours de la maturation des cellules B 
chez les souris Tgp35/mIiKO. De plus, pour déterminer l’impact de la stimulation par HGF, 
des cellules issues des souris Tgp35/mIiKO pourraient être incubées en présence d’HGF et 
marquées afin de déterminer si HGF a induit un processus de maturation chez ces cellules. 
Les mêmes expériences pourraient être réalisées avec la cytokine MK dont le système 
d’activation et d’action est sensiblement le même. 
Ces expériences permettraient de déterminer si ces cytokines ont un effet restreint 
à Ii murin (ou Iip33) ou si Iip35 est également impliqué dans leur voie de signalisation. Si 
l’effet est retreint à Iip33 ou mIi, cela suggèrerait que l’action de ces cytokines 
commencerait à la surface cellulaire, par la liaison à Iip33 ou mIi. Par contre, Iip35 n’étant 
pas détectable en surface, il n’aurait donc pas d’effet sur l’action de ces cytokines. A 
contrario, si Iip35 est impliqué dans la voie de signalisation de ces cytokines, au même 
titre qu’Iip33 ou mIi, cela suggèrerait que l’expression en surface n’est pas un prérequis 
pour la signalisation. Dans ce cas, les cytokines pourraient être internalisées dans les 
endosomes contenant les différentes isoformes d’Ii. Le clivage d’Ii et l’initiation de la 
cascade de signalisation auraient alors lieu directement dans ces compartiments. 
 
4.8.2. Le rôle d’Ii comme récepteur d’adhésion des bactéries 
Il a été démontré que la bactérie H. pylori se lie à Ii en surface, ce qui permet son 
adhésion et conduit à l’infection et la persistance de la bactérie.419, 421 Il serait intéressant 
de voir l’effet d’une infection par H. pylori chez nos souris Tgp35/mIiKO. On s’attend à une 
résistance à l’infection puisqu’Iip35 n’est pas détecté à la surface. Par ailleurs, il est 
possible que d’autres bactéries ou levures utilisent aussi Ii comme récepteur d’adhésion. 
Nous avons réalisé des expériences préliminaires d’infection bucale de souris par la levure 
Candida albicans.474 Comme attendu, nos résultats ont démontré que la cavité bucale des 
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souris WT est colonisée par C. albicans avec un pic deux à trois jours après inoculation et 
que les souris éliminent le pathogènes après sept à huit jours.474,475 Par contre, les souris 
mIiKO ne sont jamais colonisées, c’est-à-dire qu’on n’observe aucune augmentation ni 
variation dans le nombre de levure dans la cavité bucale. Ceci suggère que les souris 
n’éliminent pas le pathogène plus rapidement mais qu’elles sont belles et bien résistantes 
à l’infection. C. albicans pourrait donc aussi utiliser Ii comme récepteur pour permettre 
son adhésion et son infection subséquente. Ces résultats sont préliminaires mais, dans ce 
contexte, la suite logique de ces expériences sera de déterminer si les souris Tgp35/mIiKO 
sont également résistantes. Ces résultats ouvrent la porte à une nouvelle cible 
thérapeutique pour le traitement ou la prévention de l’infection par C. albicans. Par 
exemple, au niveau des tissus infectés, le blocage d’Ii en surface par un anticorps pourrait 
permettre d’endiguer l’infection en bloquant la liaison des levures à la surface des cellules.  
 
4.8.3. Le rôle d’Iip35 sur la mobilité des DC 
Il a été démontré qu’Ii était impliqué dans le contrôle de la mobilité des DC. La 
chaîne invariante interagit avec le moteur de myosine II qui contrôle les contractions 
d’actomyosine ce qui lui permet de réguler la mobilité des cellules.431, 432 Les DC 
déficientes en chaîne invariante ont donc un déplacement continu et rapide alors que les 
cellules WT alternent entre des phases de déplacements rapides et lents.432 L’effet d’Iip35 
sur ce phénomène n’est pas connu. Tout d’abord, il serait intéressant de déterminer si 
Iip35 interagit avec le moteur de myosine II. Pour cela, une immunoprécipitation d’Ii puis 
un western blot anti-myosine pourraient être réalisés.431 Ensuite, pour déterminer l’effet 
d’Iip35 sur la vitesse de mouvement des cellules, il faudrait isoler les DC de souris 
Tgp35/mIiKO et mesurer leur déplacement dans des microtunnels par imagerie comme 
décrit par Faure-André et al.432 Vascotto et al, ont suggéré que la myosine II pourrait 
interagir avec la queue cytoplasmique d’Ii. On peut spéculer que la liaison de la myosine II 
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avec Iip35 serait différente de celle avec Iip33 ou mIi et qu’Iip35 agirait comme régulateur 
de la mobilité induite par Ii. 
 
4.8.4. Le rôle d’Iip35 dans l’infection par le VIH 
Il a été démontré que la protéine Nef du VIH interagit avec la chaîne invariante et 
augmente l’expression de surface de cette dernière en entrant en compétition avec elle 
pour la liaison à AP2.433, 434, 438, 439 Ii est donc endocyté beaucoup moins efficacement et 
s’accumule à la surface. Il serait intéressant d’évaluer si Nef interagit efficacement avec 
Iip35 en réalisant une IP suivie d’un western blot. Ensuite, il faudrait déterminer l’impact 
de Nef sur l’expression en surface d’Iip35. On sait qu’Iip35 est internalisé très rapidement 
ce qui conduit à une expression non détectable en surface. Des cellules humaines 
exprimant Iip35 pourraient être transfectées avec la protéine Nef et l’expression d’Iip35 
en surface mesurée. On s’attend à une augmentation du niveau d’Iip35 en surface. Par 
ailleurs, la protéine Vpu interagit avec la queue cytoplasmique d’Ii442 donc il faudrait 
évaluer son interaction avec Iip35, qui pourrait être différente à cause de l’extension du 
domaine cytoplasmique d’Iip35. De plus, il faudrait évaluer, dans des cellules humaines 
exprimant Iip35, si la protéine Vpu réduit les niveaux de CMH II à la surface comme elle le 
fait in vivo.442 Ces expériences permettraient d’évaluer plus précisément l’impact d’Ii dans 
l’infection du VIH et si Iip35 a un rôle particulier et différent de celui d’Iip33.  
 Chapitre 5. Conclusion 
 
La chaîne invariante est une protéine ayant un champ d’action très large qui ne 
cesse de se diversifier. Ii a un impact sur l’assemblage, la conformation, le transport et 
l’expression de surface du CMH II. Il permet la présentation antigénique ainsi que la 
sélection thymique des cellules T CD4+ et iNKT. Il a également de nombreux effets 
indépendants de son rôle de chaperon du CMH II. Il est le récepteur du MIF et induit la 
maturation des cellules B. Il est une cible qui facilite l’infection par H. pylori ou le VIH et il 
contrôle la mobilité des DC. L’isoforme humaine Iip35 est particulière par son motif R-x-R 
de rétention dans le RE. Elle influence le transport et l’expression du CMH II. Cependant, 
le rôle physiologique du motif de rétention demeure nébuleux et peu de recherches ont 
été effectuées pour l’élucider.  
Les souris Tg exprimant Iip35 seul ou en combinaison avec Ii murin, que nous avons 
générées, ont permis d’évaluer l’impact d’Iip35 sur de nombreux rôles connus d’Ii. Nous 
avons démontré qu’Iip35 augmente l’expression de surface du CMH II murin et qu’il induit 
une conformation compacte réfractaire à la liaison de peptides exogènes. De plus, malgré 
l’accumulation intracellulaire de CMH II ayant une conformation AF6-120.1+, Iip35 permet 
la maturation des cellules B en cellules matures folliculaires. Par contre, il n’assure pas le 
développement des cellules MZ. Ces résultats suggèrent qu’Iip35 peut induire la cascade 
de signalisation sans stimulation préalable du MIF. De plus, Iip35 diversifie le répertoire de 
peptides et rétablit totalement la sélection thymique des cellules T CD4+ et iNKT. Il assure 
également la présentation antigénique de l’OVA mais la présentation de superantigènes 
demeure affectée. D’autres questions demeurent en suspens comme le mécanisme précis 
par lequel Iip35 induit la maturation des cellules B ou encore son rôle dans mobilité des 
DC ou l’infection par le VIH.  
Nos résultats ont permis de démontrer qu’Iip35 est fonctionnel et est capable 
d’assurer de nombreuses fonctions d’Ii, mais ne peut remplacer le Ii murin endogène. Ceci 
pourrait expliquer pourquoi l’humain exprime l’isoforme Iip35 contrairement à la souris. 
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L’isoforme Iip35 pourrait être un avantage développé au cours de l’évolution et qui 
permettrait une régulation fine de la réponse immunitaire. En effet, en forçant la 
formation de nonamères (Ii-CMH II)3 et en provoquant la rétention partielle d’Ii murin, il 
augmenterait le temps passé dans le RE et réduirait la dégradation d’Ii.221 Ceci aboutirait à 
une réduction de la présentation antigénique. Ainsi, chez les humains, la régulation fine de 
l’expression d’Iip35 premettrait un contrôle très sensible de la réponse immunitaire. Ceci 
concorde avec les études qui démontrent que l’expression d’Iip35 est anormale dans des 
cellules de patients diabétiques ou encore dans les cancers CLL. Dans ces derniers, Iip35 
est surexprimé ce qui implique qu’il y a une augmentation de l’initiation de la traduction 
au niveau du premier codon. Le mécanisme responsable de cette augmentation n’est pas 
élucidé. Cependant, on sait que la présence d’une séquence kozak, et en particulier la 
présence d’une purine en position -3 du codon d’initation, augmente considérablement 
l’initiation de la traduction.476, 477 Cette séquence est présente en amont du deuxième 
codon d’initatiation d’Ii, mais pas du premier.197 C’est ce qui conduit à la traduction accrue 
de l’isoforme Iip33 par rapport à Iip35. On peut alors spéculer, que dans des cellules issues 
de cancers CLL, une mutation de la cytosine en position -3 du premier codon d’Ii, pourrait 
conduire à la présence d’une purine, ce qui augmenterait significativement la traduction 
et l’expression de l’isoforme Iip35. Cependant, cette hypothèse n’a pas été testée et 
demeure spéculative. 
Ainsi, Iip35 pourrait avoir un impact majeur sur le développement de désordres 
immuns. Iip35 pourrait également être un marqueur de diagnostic ou de pronostic pour 
les cancers CLL. Enfin, il pourrait éventuellement servir de cible pour les thérapies futures. 
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/ŶƐƚŝƚƵƚWĂƐƚĞƵƌ͕WĂƌŝƐ͕&ƌĂŶĐĞ

^ƚĂƚƵƐ͗ĐĐĞƉƚĞĚĂĨƚĞƌƌĞǀŝƐŝŽŶďǇƚŚĞ:ŽƵƌŶĂůŽĨ/ŵŵƵŶŽůŽŐǇ͘

^dZd
DŽƵƐĞ ŵĂŵŵĂƌǇ ƚƵŵŽƌ ǀŝƌƵƐ ;DDdsͿ ƐƵƉĞƌĂŶƚŝŐĞŶƐ ;ǀ^'ƐͿ ĂƌĞ ŶŽƚŽƌŝŽƵƐ ĨŽƌ
ĚĞĨǇŝŶŐƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶĂŶĚĂĐŽŶƐĞŶƐƵƐŚĂƐǇĞƚƚŽďĞƌĞĂĐŚĞĚƌĞŐĂƌĚŝŶŐƚŚĞŝƌ
ĂďŝůŝƚǇƚŽďƌŝĚŐĞƚŚĞdͲĐĞůůƌĞĐĞƉƚŽƌ;dZͿƚŽƚŚĞŵĂũŽƌŚŝƐƚŽĐŽŵƉĂƚŝďŝůŝƚǇĐŽŵƉůĞǆĐůĂƐƐ//
;D,//Ϳ͘/ŶĚĞĞĚ͕ĐŽŶĨůŝĐƚŝŶŐĞǀŝĚĞŶĐĞŽĨǀ^'ďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞD,//α͕βĐŚĂŝŶƐŽƌƉĞƉƚŝĚĞͲ
ďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞĞǆŝƐƚƐŝŶƚŚĞůŝƚĞƌĂƚƵƌĞ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ŽƵƌŐƌŽƵƉĂŶĚŽƚŚĞƌƐŚĂǀĞĚĞƐĐƌŝďĞĚ
ǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƚŽďĞŝŶĨůƵĞŶĐĞĚďǇƚŚĞD,//ƉĞƉƚŝĚĞƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ͘/ŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶƚƐƚƵĚǇ͕
ǁĞĂŝŵĞĚ ƚŽĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ƚŚĞ ƚŽƉŽůŽŐǇŽĨ ƚŚĞǀ^'ͲD,//ͲdZĐŽŵƉůĞǆďǇĞǆĂŵŝŶŝŶŐ ƚŚĞ
ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞ ƌĞůĂƚŝŽŶ ŽĨ ǀ^'ϳǁŝƚŚ ƚŚĞD,// ĐŚĂŝŶƐ͕D,//ͲĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞ ĂŶĚ dZ͘
tĞ ƵƐĞĚ ǀĂƌŝŽƵƐ ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞͲD,// ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ƚŽ ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞ ƚŚĂƚ ǀ^'
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŝƐ ƚŽůĞƌĂŶƚ ƚŽ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ ŽĨ ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ͕ ďƵƚ
ƐĞŶƐŝƚŝǀĞ ƚŽ ĂƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐEͲƚĞƌŵŝŶĂů ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ͘ŶŽƌŝŐŝŶĂů ĂƉƉƌŽĂĐŚ ŝŶǁŚŝĐŚǀ^'ǁĂƐ
ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚƚŽĞŝƚŚĞƌD,//ĐŚĂŝŶĐŽŶĨŝƌŵĞĚƚŚĂƚŵĂƚƵƌŝŶŐǀ^'ďŝŶĚƐƚŚĞD,//β
ĐŚĂŝŶŽƵƚƐŝĚĞ ƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕D,//ƉŽŝŶƚŵƵƚĂŶƚƐ ŝŶĚŝĐĂƚĞĚƚŚĂƚ
[YLLL



ŵĂƚƵƌĞ ǀ^' ďŝŶĚƐ ƚŽ ƚŚĞ ZααͲŚĞůŝǆ ůŝŶŝŶŐ ƚŚĞ ŐƌŽŽǀĞ ŝŶ Ă ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞ
ŵĂŶŶĞƌ͘ ĞĐĂƵƐĞ ďŽƚŚ ǀ^' ŵŽŝĞƚŝĞƐ ĂƌĞ ŶŽŶͲĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ĂĨƚĞƌ ƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐ͕
ƚŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ƐƵŐŐĞƐƚ ƚŚĂƚ ǀ^' ĐƌŽƐƐůŝŶŬƐD,// ŵŽůĞĐƵůĞƐ͘ ŽŵƉĂƌŝŶŐ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ d ĐĞůů
ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ͕ ǁĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ŬĞǇ ƌĞƐŝĚƵĞƐ ŽŶ ƚŚĞ D,// α ĐŚĂŝŶ ƚŚĂƚ ĂƌĞ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂůůǇ
ƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚďǇƚŚĞZϯβǁŚĞŶĞŶŐĂŐĞĚďǇǀ^'͘&ŝŶĂůůǇ͕ǁĞĚĞƐĐƌŝďĞĂŚŝŐŚůǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚ
d'yz ŵŽƚŝĨ ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌ ǀ^'ͲŵĞĚŝĂƚĞĚ d ĐĞůů ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ͘ KƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ƌĞǀĞĂů Ă ŶŽǀĞů
^'ͲD,//ͲdZ ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ ŝŶ ǁŚŝĐŚ ǀ^'Ɛ ĐŽĞƌĐĞ Ă ŶĞĂƌͲĐĂŶŽŶŝĐĂů ĚŽĐŬŝŶŐ ďĞƚǁĞĞŶ
D,// ĂŶĚ dZ ƚŚĂƚ ĂůůŽǁƐ ĞƐĐŚĞǁŝŶŐ ŽĨ ƚƌĂĚŝƚŝŽŶĂů Zϯ ďŝŶĚŝŶŐ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲ
ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶ ĨĂǀŽƌ ŽĨ D,// α ĐŚĂŝŶ ďŝŶĚŝŶŐ͘ dŚĞƐĞ ĨŝŶĚŝŶŐƐ Ĩŝƚ Ă ŵŽĚĞů ŝŶ ǁŚŝĐŚ dZ
ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ƚŽǁĂƌĚD, ŝƐ ŽƌĐŚĞƐƚƌĂƚĞĚ ďǇ ƚŚǇŵŝĐ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ĂŶĚ ůĞƐƐ ƐŽ ďǇ ĞǀŽůƵƚŝŽŶĂƌǇ
ĐŽŶƐĞƌǀĞĚŵŽƚŝĨƐ͘

/EdZKhd/KE
^ƵƉĞƌĂŶƚŝŐĞŶƐ ;^'ƐͿ ĂƌĞ ďĂĐƚĞƌŝĂů Žƌ ǀŝƌĂů ƉƌŽƚĞŝŶƐ ƚŚĂƚ ŚĂǀĞ ƚŚĞ ĂďŝůŝƚǇ ƚŽ
ƐƚŝŵƵůĂƚĞ ƵƉ ƚŽ ϮϬй ŽĨ ƚŚĞ ƚŽƚĂů d ĐĞůů ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ͕ ďǇƉĂƐƐŝŶŐ ĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂůD, ĐůĂƐƐ //
;D,//Ϳ ĂŶƚŝŐĞŶƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐĂŶĚƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ΀ϭ΁͘ ^'ͲĂĐƚŝǀĂƚĞĚd ĐĞůůƐƵŶĚĞƌŐŽĂ ƐƚƌŽŶŐ
ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ ƉŚĂƐĞ ƚŚĂƚ ŝƐ ĨŽůůŽǁĞĚ ďǇ ĞŝƚŚĞƌ ĂŶĞƌŐǇ Žƌ ĚĞůĞƚŝŽŶ ΀Ϯ΁͘ /Ŷ ĐŽŶƚƌĂƐƚ ƚŽ
ĐĂŶŽŶŝĐĂůD,//ͲdZĚŽĐŬŝŶŐ͕ǁŚŝĐŚƌĞůŝĞƐŽŶƚŚĞŝŶƚŝŵĂƚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨƚŚĞĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ
ĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐƌĞŐŝŽŶƐ ;ZƐͿ ƚŽ ƚŚĞD,//αͲŚĞůŝǆĞƐĂŶĚĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ͕dZďƌŝĚŐŝŶŐ
ƚŽD,//ďǇ^'ƐƌĞůŝĞƐŽŶĚŝƐƚŝŶĐƚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ΀ϯ΁͘KŶĞƚŚĞŽŶĞƐŝĚĞ͕ƚŚĞǇĐŽŵŵŽŶůǇďŝŶĚ
ƚŽƚŚĞdZZϮ͕ĨƌĂŵĞǁŽƌŬƌĞŐŝŽŶϯ;&ZϯͿĂŶĚŚǇƉĞƌǀĂƌŝĂďůĞƌĞŐŝŽŶ;,sϰͿƚŚĂƚĂƌĞǁŝƚŚŝŶ
ĂƐƉĞĐŝĨŝĐǀĂƌŝĂďůĞ;sͿĨĂŵŝůǇ΀ϰ΁͘KŶƚŚĞŽƚŚĞƌƐŝĚĞ͕ƚŚĞǇĞŝƚŚĞƌďŝŶĚŝͿƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶ͕ŝŝͿ
ĂďŝŶĚŝŶŐŝŶƚĞƌĨĂĐĞĐŽŵƉŽƐĞĚŽĨƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶĂŶĚĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ͕ŝŝŝͿƚŚĞD,//
β,ŝƐϴϭƌĞƐŝĚƵĞƚŚƌŽƵŐŚĐŽŽƌĚŝŶĂƚŝŽŶŽĨĂǌŝŶĐŝŽŶŽƌŝǀͿƚŚĞĞŶƚŝƌĞD,//ŵĞŵďƌĂŶĞͲĚŝƐƚĂů
ƐƵƌĨĂĐĞƐƉĂŶŶŝŶŐƚŚĞα͕βĐŚĂŝŶĂŶĚƚŚĞĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ΀ϰ͕ϱ΁͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ĂŚĂŶĚĨƵůŽĨ
^'ƐŚĂǀĞƚŚĞĂďŝůŝƚǇƚŽĐƌŽƐƐůŝŶŬŽƌŽůŝŐŽŵĞƌŝǌĞD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐďǇƵƐŝŶŐďŽƚŚƚŚĞD,//



[L[
αĂŶĚβĐŚĂŝŶďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞƐ΀ϲ΁͘^'ƐŽĨǀŝƌĂůŽƌŝŐŝŶŚĂǀĞǇĞƚƚŽƉƌŽǀŝĚĞĂĐůĞĂƌƉŝĐƚƵƌĞŝŶ
ƚĞƌŵƐŽĨƚŚĞŝƌĂďŝůŝƚǇƚŽĐŽŵƉĞůƐƵĐŚŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ͘
dŚĞ ďĞƐƚͲĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚ ǀŝƌĂů ^'Ɛ ;ǀ^'Ϳ ĂƌĞ ƚŚŽƐĞ ĞŶĐŽĚĞĚ ďǇ ƚŚĞ ŵŽƵƐĞ
ŵĂŵŵĂƌǇ ƚƵŵŽƌ ǀŝƌƵƐĞƐ ;DDdsƐͿ͘ DDds͕ ƚǇƉĞ  ƌĞƚƌŽǀŝƌƵƐĞƐ ŵĂŝŶůǇ ƚƌĂŶƐŵŝƚƚĞĚ
ƚŚƌŽƵŐŚŵŝůŬ͕ ƌĞƋƵŝƌĞ ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ ǀ^'Ɛ ƚŽ ĐŽŵƉůĞƚĞ ƚŚĞŝƌ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ĐǇĐůĞ ΀ϳ΁͘ dŚĞ
ǀ^'Ɛ ĂůůŽǁ ƉŽůǇĐůŽŶĂů d ůǇŵƉŚŽĐǇƚĞ ĞǆƉĂŶƐŝŽŶ͕ ƉƌŽǀŝĚŝŶŐ  ĐĞůů ŚĞůƉ ĂŶĚ ĐǇƚŽŬŝŶĞ
ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞĞƐƚĂďůŝƐŚŵĞŶƚŽĨĂĐĞůůƌĞƐĞƌǀŽŝƌĂďůĞƚŽƌĞƉůŝĐĂƚĞƚŚĞǀŝƌƵƐ΀ϴ΁͘
ŽŶƚƌĂƌǇƚŽŽƚŚĞƌ^'Ɛ͕ǀ^'ƐĂƌĞƉƌŽĚƵĐĞĚďǇƚŚĞŚŽƐƚĐĞůůŵĂĐŚŝŶĞƌǇĂŶĚŵƵƐƚƵŶĚĞƌŐŽ
ƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ ŝŶ ŽƌĚĞƌ ƚŽ ƐƚŝŵƵůĂƚĞ d ĐĞůůƐ ΀ϵ΁͘ &ŝƌƐƚ͕ Ă ƉƌĞĐƵƌƐŽƌ
ƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞ ĨŽƌŵŝŶŐ Ă ƚǇƉĞ // ƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĞ ƉƌŽƚĞŝŶ ŽĨ ϯϳ ŬĂ ŝƐ ŵŽĚŝĨŝĞĚ ďǇ ƚŚĞ
ĂĚĚŝƚŝŽŶŽĨƵƉƚŽĨŝǀĞEͲůŝŶŬĞĚŐůǇĐĂŶƐ΀ϭϬ΁͘dŚĞŶ͕ƚŚĞϰϱŬĂŐůǇĐŽƉƌŽƚĞŝŶƚƌĂŶƐŝƚƐƚŽƚŚĞ
'ŽůŐŝǁŚĞƌĞŝƚŝƐĐůĞĂǀĞĚĂƚƚǁŽƐƉĞĐŝĨŝĐZͲyͲyͲZĚŝďĂƐŝĐŵŽƚŝĨƐ͕ƌĞƐƵůƚŝŶŐŝŶƚŚĞEͲǀ^'ĂŶĚ
Ͳǀ^' ;ĂůƐŽ ĐĂůůĞĚ ϭϴŬĂͿŵŽŝĞƚŝĞƐ͘ĨƚĞƌƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐ͕ ďŽƚŚEͲ ĂŶĚͲƚĞƌŵŝŶĂů ĚŽŵĂŝŶƐ
ƌĞŵĂŝŶŶŽŶͲĐŽǀĂůĞŶƚůǇĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚĂŶĚĚĞƚĂĐŚĞĚĨƌŽŵƚŚĞŵĞŵďƌĂŶĞ΀ϭϭ΁͘dŚŝƐŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ
ĂůůŽǁƐĐĞůůƐ ƚŽ ƐŚĞĚǀ^'Ɛ͕ĞǀĞŶ ŝĨĚĞǀŽŝĚŽĨD,//Ɛ͕ Ă ĨĞĂƚƵƌĞ ĐĂůůĞĚƉĂƌĂĐƌŝŶĞ ƚƌĂŶƐĨĞƌ
΀ϭϮ΁͘ &ŝŶĂůůǇ͕ ďǇ ďŝŶĚŝŶŐ ďŽƚŚ D,// ĂŶĚ dZ͕ ƚŚĞ Ͳǀ^' ĚŽŵĂŝŶ ŝƐ ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌ
ĐŽŐŶĂƚĞdĐĞůůƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ΀ϭϯ͕ϭϰ΁͘tŝƚŚŝŶƚŚŝƐĨƌĂŐŵĞŶƚŝƐƚŚĞŵŽƐƚƉŽůǇŵŽƌƉŚŝĐƌĞŐŝŽŶŽĨ
ƚŚĞ DDds ^'Ɛ͕ ƚŚĞ ͲƚĞƌŵŝŶĂů Ϯϭ ƚŽ ϯϴ ƌĞƐŝĚƵĞƐ ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌ sβ ƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ ΀ϳ΁͘
ǆƚĞŶƐŝǀĞdZŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐŚĂƐƌĞǀĞĂůĞĚƚŚĂƚƚŚĞdZͲďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽĨͲǀ^'ŝŶĐůƵĚĞƐƚŚĞ
dZ sβ &Zϯ ĂŶĚ ,sϰ ΀ϭϱʹϭϵ΁͘ /ŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ǁŝƚŚD,//Ɛ͕ ŝŶ ĐŽŶƚƌĂƐƚ͕ ŝƐ ƉƵǌǌůŝŶŐ ĂŶĚ ŚĂƐ
ďĞĞŶ ƌĞĂƐŽŶĞĚ ĨƌŽŵ ĐŽŵƉĞƚŝƚŝŽŶ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ ŝŶ ǁŚŝĐŚ ǀ^' ĂŶĚ ƚŚĞ ƐƚĂƉŚǇůŽĐŽĐĐĂů
ĞŶƚĞƌŽƚŽǆŝŶ;^ͿĐŽŵƉĞƚĞĨŽƌďŝŶĚŝŶŐŽŶďŽƚŚƚŚĞαĂŶĚβĐŚĂŝŶƐ΀ϭϮ͕ϮϬ΁͘
D,//Ɛ ĂƌĞ ŚŝŐŚůǇ ƉŽůǇŵŽƌƉŚŝĐ͕ ŵĞŵďƌĂŶĞͲďŽƵŶĚ ŐůǇĐŽƉƌŽƚĞŝŶƐ ƚŚĂƚ ƉƌĞƐĞŶƚ
ƉĞƉƚŝĚĞƐĚĞƌŝǀĞĚĨƌŽŵůǇƐŽƐŽŵĂůͲĚĞŐƌĂĚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƚŽϰнdĐĞůůƐ΀Ϯϭ΁͘ƵƌŝŶŐƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕
D,//ƐďŝŶĚƚŚĞŝŶǀĂƌŝĂŶƚĐŚĂŝŶ;/ŝͿ͕ǁŚŝĐŚĂĐƚƐĂƐĂƐĐĂĨĨŽůĚƚŽŝŵƉƌŽǀĞĨŽůĚŝŶŐĂŶĚƚĂƌŐĞƚ
ƚŚĞĐŽŵƉůĞǆ ƚŽƚŚĞĞŶĚŽƐŽŵĂůͬůǇƐŽƐŽŵĂůĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚƐ΀ϮϮ͕Ϯϯ΁͘dŚĞƌĞ͕ /ŝ ŝƐƐĞƋƵĞŶƚŝĂůůǇ
ĚĞŐƌĂĚĞĚƵŶƚŝůŽŶůǇƚŚĞĐůĂƐƐ//ͲĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚŝŶǀĂƌŝĂŶƚĐŚĂŝŶƉĞƉƚŝĚĞ;>/WͿƉŽƌƚŝŽŶƌĞŵĂŝŶƐŝŶ
ƚŚĞD,//ƉĞƉƚŝĚĞďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞ΀Ϯϰ͕Ϯϱ΁͘EĞǆƚ͕,>ͲD͕ĂŶŽŶͲĐůĂƐƐŝĐĂůD,//ŵŽůĞĐƵůĞ͕
[[



ĨĂĐŝůŝƚĂƚĞƐ ƚŚĞĞǆĐŚĂŶŐĞŽĨ>/W ĨŽƌĂŶƚŝŐĞŶŝĐƉĞƉƚŝĚĞƐ ΀Ϯϲ͕Ϯϳ΁͘dŚĞƐĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ďƵƌŝĞĚ ŝŶ
ƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞͲďŝŶĚŝŶŐƉŽĐŬĞƚ͕ĂůƐŽĞǆƉŽƐĞĂĨĞǁƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞĐĞŶƚƌĂůƚŽ
dZ ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶ ΀Ϯϴ΁͘ Ɛ ŽƉƉŽƐĞĚ ƚŽ ƚŚĞ ƉŽƚĞŶƚ ^'ͲŵĞĚŝĂƚĞĚ d ĐĞůů ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ͕ Ă ŐŝǀĞŶ
ƉĞƉƚŝĚĞͬD,// ĐŽŵƉůĞǆ ;ƉD,//Ϳǁŝůů ŽŶůǇ ƐƚŝŵƵůĂƚĞ ĂŶ ĞƐƚŝŵĂƚĞĚ Ϭ͘ϬϬϭй ŽĨ ƚŚĞ d ĐĞůů
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ΀Ϯϵ΁͘
dŚĞ ŵŽůĞĐƵůĂƌ ďĂƐŝƐ ĨŽƌ ƐƵĐĐĞƐƐĨƵů d ĐĞůů ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ďǇ ǀ^'ϳ ŝƐ ĂŶ ŝŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐ
ĐŽŶƵŶĚƌƵŵ͘KƵƌŐƌŽƵƉĂŶĚŽƚŚĞƌƐŚĂǀĞĚĞƐĐƌŝďĞĚǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƚŽďĞŝŶĨůƵĞŶĐĞĚďǇ
ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ ΀ϭϰ͕ϯϬ͕ϯϭ΁͘ ,ŽǁĞǀĞƌ ŝƚ ŝƐ ƵŶŬŶŽǁŶǁŚĞƚŚĞƌ ƚŚŝƐ ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐ ŝƐ
ůŝŶŬĞĚ ƚŽǀ^'ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽD,//Žƌ dZ ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞǀ^'ͲďŽƵŶĚD,// ĐŽŵƉůĞǆ͘
ŽŶĨůŝĐƚŝŶŐĞǀŝĚĞŶĐĞŽĨǀ^'ďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞD,//α͕βĐŚĂŝŶƐŽƌƉĞƉƚŝĚĞͲďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞ
ĞǆŝƐƚƐ ŝŶ ƚŚĞ ůŝƚĞƌĂƚƵƌĞ ĂŶĚŶŽŶĞ ƉƌŽǀŝĚĞƐ Ă ĐŽŶƐĞŶƐƵĂůŵŽĚĞůŽŶŚŽǁ ƚŚĞǇ ƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇ
ŐĞŶĞƌĂƚĞ ƚŚĞ d ĐĞůů ƐŝŐŶĂůŝŶŐ ĐŽŵƉůĞǆ ΀ϭϮ͕ϮϬ͕ϯϮ͕ϯϯ΁͘ /Ŷ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶƚ ƐƚƵĚǇ͕ ǁĞ ĂŝŵĞĚ ƚŽ
ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ƚŚĞ ƚŽƉŽůŽŐǇ ŽĨ ƚŚĞ ǀ^'ͲD,//ͲdZ ĐŽŵƉůĞǆ ďǇ ĞǆĂŵŝŶŝŶŐ ƚŚĞ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞ
ƌĞůĂƚŝŽŶƐŚŝƉŽĨǀ^'ϳǁŝƚŚƚŚĞD,//ĐŚĂŝŶƐ͕ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞĂŶĚdZ͘dŽƚŚŝƐĞŶĚ͕ǁĞ
ƵƐĞĚ Ă ƉĂŶĞů ŽĨ ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚ ƉĞƉƚŝĚĞͲD,// ŵŽůĞĐƵůĞƐ͕ ƉŽŝŶƚ ŵƵƚĂŶƚƐ ĂŶĚ D,//Ͳ
ǀ^' ƐŝŶŐůĞ ĐŚĂŝŶ ;^Ϳ ĐŽŶƐƚƌƵĐƚƐ͘ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ŽƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ĚĞĨŝŶĞ ĂŶŽǀĞůD,//Ͳ^'ͲdZ
ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ͘

Z^h>d^
dŚĞD,//ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞŝŶĨůƵĞŶĐĞƐǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ
/ƚǁĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƐŚŽǁŶƚŚĂƚDͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚŚƵŵĂŶĐĞůůƐĐŽƵůĚŶŽƚƉƌĞƐĞŶƚƚŚĞƚŽǆŝĐ
ƐŚŽĐŬ ƐǇŶĚƌŽŵĞƚŽǆŝŶͲϭ ;d^^dͲϭͿŽƌǀ^'Ɛ ΀ϯϭ͕ϯϰ΁͘^ŝŵŝůĂƌůǇ͕ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞƐĞ^'Ɛ
ďǇ ĐĞůůƐ ĨƌŽŵ ,ϮͲDͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ŵŝĐĞ ǁĂƐ ŝŶĞĨĨŝĐŝĞŶƚ ΀ϯϱʹϯϳ΁͘ D ĞĚŝƚƐ ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞďǇĞǆĐŚĂŶŐŝŶŐ>/W ĨŽƌ Ă ǀĂƌŝĞƚǇŽĨƉĞƉƚŝĚĞƐǁŝƚŚďĞƚƚĞƌ ŬŝŶĞƚŝĐ ƐƚĂďŝůŝƚǇ ΀Ϯϳ΁͘
dŚƵƐ͕ǁĞǁŽŶĚĞƌĞĚǁŚĞƚŚĞƌƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶŽĨ>/WͲD,//ĐŽŵƉůĞǆĞƐŽďƐĞƌǀĞĚŝŶD
ŶĞŐĂƚŝǀĞ ĐĞůůƐ ǁĂƐ ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌ ƚŚĞ ůĂĐŬ ŽĨ ǀ^'ϳ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘ tĞ ƵƐĞĚ ƚŚĞ ǁĞůůͲ
 
 
 
xxi
characterized DM-negative T2-DR3 cell line [38]. In these cells, over 90% of the DR 
molecules are loaded with CLIP, a phenotype that is lost upon transfection of DM [39]. As 
shown in Figure 1A, whereas T2-DR3 cells failed to present vSAG7, T2-DR3-DM+ cells led to 
strong T cell proliferation, similar to that observed with DM-proficient BJAB and COX B cell 
lines. Of note, in this experiment, vSAG was provided by co-culturing APCs with the class 
II-negative DAP-vSAG7+ cell line [12]. These results suggest that CLIP-DR3 complexes do 
not support vSAG7 presentation.  
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
&ŝŐƵƌĞϭ͗ǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝƐĚŝĐƚĂƚĞĚďǇƚŚĞD,//ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ͘
Ϳǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶďǇDнĂŶĚDͲĐĞůůůŝŶĞƐĨŽůůŽǁŝŶŐǀ^'ƚƌĂŶƐĨĞƌĨƌŽŵƚŚĞǀ^'ϳнW
ĐĞůůůŝŶĞ΀ϭϮ΁͘WƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝƐŵŽŶŝƚŽƌĞĚďǇƚŚĞƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶŽĨsβϲĂŶĚϴ͘ϭďĞĂƌŝŶŐdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂ
<ŵůƐϭϯ͘ϭϭĂŶĚ<Zϯн͘:;ZϯͿŝƐƵƐĞĚĂƐĂƉŽƐŝƚŝǀĞĐĞůůĐŽŶƚƌŽůĂŶĚKyŝƐĂZϯнDнĐĞůů
ůŝŶĞ͘Ϳ^ĞƋƵĞŶĐĞĂůŝŐŶŵĞŶƚŽĨĚŝĨĨĞƌĞŶƚƉĞƉƚŝĚĞĐŽŶƐƚƌƵĐƚƐĐŽǀĂůĞŶƚůǇůŝŶŬĞĚƚŽZβƵƐĞĚƚŽĂƐƐĞƐƐ
ǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘WĞƉƚŝĚĞƐĂƌĞĂůŝŐŶĞĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐ ƚŽ ƚŚĞ ƌĞƐŝĚƵĞ ĨŝůůŝŶŐƚŚĞWϭƉŽĐŬĞƚ͘ƐƚĞƌŝƐŬƐ
ĂďŽǀĞ ƚŚĞ ƐĞƋƵĞŶĐĞƐ ŵĂƌŬ ƚŚĞ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ Ăƚ ƉŽƐŝƚŝŽŶƐ WͲϭ͕ WϮ ĂŶĚ Wϴ͘ D,// ĐĞůů
ƐƵƌĨĂĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨWĐĞůůƐ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚZαĂŶĚĐ>/WͲŽƌ ů>/WͲ ;Ϳ͕,ͲŽƌ,ďͲ;&Ϳ͕Žƌ
ddͲ Žƌ ddďͲ ;,Ϳ ƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚ ĞŝƚŚĞƌ >Ϯϰϯ Žƌ yϱ ĂŶƚŝͲZŵďƐ͘ dŚĞD&/ ǀĂůƵĞƐ ĨŽƌ ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĂƌĞ ƐŚŽǁŶ ĂƌĞ ƐŚŽǁŶ ŝŶ ƚŚĞ ůŽǁĞƌ ƌŝŐŚƚ ĐŽƌŶĞƌ ŽĨ ĞĂĐŚ ŚŝƐƚŽŐƌĂŵ ĂŶĚ ĂƌĞ ĐŽůŽƌĞĚ
ĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽ ƚŚĞ ůĞŐĞŶĚ͘ĂƌŐƌĂƉŚƐďĞůŽǁƚŚĞŚŝƐƚŽŐƌĂŵƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚƚŚĞD&/ŽĨ ƚŚĞ'&WĐŽŶƚƌŽů



[[LLL
ƉůĂƐŵŝĚĐŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚǀ^'ϳ͕ƚŽŵŽŶŝƚŽƌƚŚĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶĞĨĨŝĐŝĞŶĐǇ͘>ϮϰϯͬyϱD&/ƌĂƚŝŽŽĨ
ƚŚĞƚǁŽ>/WǀĂƌŝĂŶƚƐ͕Đ>/WϴϳͲϭϬϭĂŶĚů>/WϴϭͲϭϬϭĂƌĞƐŚŽǁŶŝŶ͘dƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚĐĞůůůŝŶĞƐĨƌŽŵ͕&ĂŶĚ
,ǁĞƌĞƵƐĞĚĂƐWƚŽƐƚŝŵƵůĂƚĞ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭŽƌϭϮ͘ϲŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ;͕'ĂŶĚ/Ϳ͘

tĞ ŶĞǆƚ ĂŝŵĞĚ ƚŽ ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ŚŽǁ ƚŚĞ >/W ƉĞƉƚŝĚĞ ĐŽƵůĚ ĂĨĨĞĐƚ ǀ^'ϳ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘ ŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐ ƚŚĞ D,// ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ͕ ǀ^' ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĐĂŶ ďĞ
ŝŶĨůƵĞŶĐĞĚďǇ͗ŝͿƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞ͛ƐĨůĂŶŬŝŶŐƌĞƐŝĚƵĞƐ;W&ZͿĞǆƚĞŶĚŝŶŐŽƵƚƐŝĚĞƚŚĞŐƌŽŽǀĞ͕ŝŝͿƚŚĞ
ƉĞƉƚŝĚĞ͛ƐƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐŽƌ ŝŝŝͿ Ă ƉĞƉƚŝĚĞͲŝŶĚƵĐĞĚD,// ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂů ĐŚĂŶŐĞ͘
dŽ ĚŝƐĐƌŝŵŝŶĂƚĞ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞƐĞ ƉŽƐƐŝďŝůŝƚŝĞƐ͕ ǁĞ ŐĞŶĞƌĂƚĞĚ ĐĞůů ůŝŶĞƐ ĚŝƐƉůĂǇŝŶŐ ĚŝƐƚŝŶĐƚ
ŚŽŵŽŐĞŶŽƵƐ ƉD,// ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐ ďǇ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŶŐ Zα ǁŝƚŚ ǀĂƌŝŽƵƐ ƉĞƉƚŝĚĞͲZβ ĨƵƐŝŽŶ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ ΀ϰϬ΁͘ dŚĞ ŵŽƵƐĞ W ĐĞůůƐ ǁĞƌĞ ĐŚŽƐĞŶ ĂƐ ŵŽĚĞů WƐ ĂƐ ƚŚĞǇ ĂƌĞ ĞĂƐŝůǇ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ĂŶĚ ĂůůŽǁ ǀ^'ϳͲƐƉĞĐŝĨŝĐ d ĐĞůů ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ƵƉŽŶ ĐŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ ŽĨ D,//Ɛ
ĂŶĚ ǀ^' ΀ϰϭ΁͘ KŶĐĞ ƐƚĂďůĞ ƉĞƉƚŝĚĞͲZϭ W ĐĞůů ůŝŶĞƐ ǁĞƌĞ ŽďƚĂŝŶĞĚ͕ ǁĞ ƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ǀ^'ϳ ĂŶĚ ŵŽŶŝƚŽƌĞĚ ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ ŽĨ ŵŽƵƐĞ ǀ^'ϳͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞ d ĐĞůů
ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ ΀ϰϮ΁͘ tĞ ƵƐĞĚ ƚǁŽ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ ďĞĂƌŝŶŐ sβϲ ƌĞŐŝŽŶƐ ĐŽŐŶĂƚĞ ĨŽƌ
ǀ^'ϳ͘ ĞĐĂƵƐĞ ǀ^'ϳ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ŝƐ ůŽǁ͕ ǁĞ ĐŽͲĞǆƉƌĞƐƐĞĚ Ă ƌĞƉŽƌƚĞƌ '&W ƚŽ ŵŽŶŝƚŽƌ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶĞĨĨŝĐŝĞŶĐŝĞƐĂŶĚƉůŽƚƚĞĚD&/ ŝŶďĂƌŐƌĂƉŚƐďĞůŽǁŽƌďĞƐŝĚĞŚŝƐƚŽŐƌĂŵƐŽĨĂůů
ĐĞůůůŝŶĞƐ͘
&ŝƌƐƚůǇ͕ǁĞ ƚĞƐƚĞĚǁŚĞƚŚĞƌ ƚŚĞ W&ZƐ ŽĨ>/WǁĞƌĞĂĨĨĞĐƚŝŶŐ ǀ^'ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͘tĞ
ŚǇƉŽƚŚĞƐŝǌĞĚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŚĂůůŵĂƌŬ EͲƚĞƌŵŝŶĂů ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ ŽĨ >/W ǁŽƵůĚ ĂĨĨĞĐƚ ǀ^'ϳ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶďĂƐĞĚŽŶĂŶĂůǇƐĞƐŽĨ>/WƉĞƉƚŝĚĞƐĨŽƵŶĚŝŶdϮͲZϯĐĞůůƐ͕ǁŚŝĐŚĂůůďĞĂƌϰƚŽ
ϲW&ZƐ΀ϰϯ͕ϰϰ΁͘tĞŐĞŶĞƌĂƚĞĚĐĞůůůŝŶĞƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐD,//ƐĐŚĂƌŐĞĚǁŝƚŚĞŝƚŚĞƌůŽŶŐ>/WϴϭͲ
ϭϬϭ Žƌ ĐŽƌĞ>/WϴϳͲϭϬϭ ƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ ŚĞƌĞŝŶ ŶĂŵĞĚ ů>/W ĂŶĚ Đ>/W͕ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ ;&ŝŐ͘ ϭͿ͘ dŽ
ĞŶƐƵƌĞƚŚĂƚƚŚĞƋƵĂƚĞƌŶĂƌǇƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨƚŚĞĚŝĨĨĞƌĞŶƚĐŽŵƉůĞǆĞƐǁĂƐŶŽƚĚŝƐƚƵƌďĞĚďǇƚŚĞ
ƉĞƉƚŝĚĞ͕ǁĞƵƐĞĚƚǁŽĚŝĨĨĞƌĞŶƚŵďƐ͗>Ϯϰϯ͕ǁŚŝĐŚďŝŶĚƐĂĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĞƉŝƚŽƉĞŽŶZα
ĐŚĂŝŶĂŶĚyϱ͘ϭϭϳ͕ǁŚŝĐŚďŝŶĚƐĂůŝŶĞĂƌĞƉŝƚŽƉĞŽŶZβĐŚĂŝŶ΀ϰϱ͕ϰϲ΁͘&ŝŐƵƌĞϭƐŚŽǁƐĨŽƌ
ĞĂĐŚ ĐĞůů ůŝŶĞ ƚŚĞD,// ĐĞůůͲƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĂŶĚ ƚŚĞD&/ŽĨ ƚŚĞ ƌĞƉŽƌƚĞƌ'&W ;ůŽǁĞƌ
ƉĂŶĞůƐͿ͘ŽƚŚĐĞůůůŝŶĞƐĞǆƉƌĞƐƐĞĚƐŝŵŝůĂƌĂŵŽƵŶƚŽĨD,//ƐĂŶĚǁĞƌĞƐŝŵŝůĂƌůǇƌĞĐĞƉƚŝǀĞƚŽ
EƵƉŽŶƚŚĞƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƚƌĂŶƐŝĞŶƚƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶŽĨǀ^'ϳĂŶĚ'&W͘
[[LY



ĨƚĞƌ ǀ^'ϳ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ͕ ĐĞůůƐ ǁĞƌĞ ŝŶĐƵďĂƚĞĚ ǁŝƚŚ ƚŚĞ sβϲн d ĐĞůů ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ
<ŵůƐϭϯ͘ϭϭŽƌϭϮ͘ϲ͘ƐƐŚŽǁŶŝŶ&ŝŐƵƌĞϭ͕ǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶďǇů>/WͲZǁĂƐŝŶĞĨĨŝĐŝĞŶƚ
ĐŽŵƉĂƌĞĚ ƚŽ Đ>/WͲZ͕ ƚŚĞ ůĂƚƚĞƌ ŐŝǀŝŶŐ ƌŝƐĞ ƚŽ ƐƚƌŽŶŐ d ĐĞůů ƌĞƐƉŽŶƐĞ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ǁĞ
ĂůƐŽŽďƐĞƌǀĞĚĂĚĞĐƌĞĂƐĞŝŶ>ϮϰϯŵďƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇǁŝƚŚƚŚĞů>/WͲZϭƚƌĂŶƐĨĞĐƚĂŶƚ;&ŝŐ͘ϭͿ͕
ďĞƚƚĞƌƉŽƌƚƌĂǇĞĚďǇƚŚĞŐƌĂƉŚŝŶ&ŝŐƵƌĞϭƐŚŽǁŝŶŐŶŽƌŵĂůŝǌĞĚD&/ĨŽƌ>ϮϰϯŽǀĞƌyϱ͘dŚĞ
ƌĞĚƵĐĞĚ >Ϯϰϯ ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ĨŽƌ ů>/WͲD,// ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ĐĂŶ ĞŝƚŚĞƌ ƐƚĞŵ ĨƌŽŵ ĂŶ D,//
ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůƚĞƌĂƚŝŽŶŽƌƐƚĞƌŝĐŚŝŶĚƌĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶƚŚĞ>/WϴϭͲϴϲĞǆƚĞŶƐŝŽŶĂŶĚ>Ϯϰϯ͘dŚŝƐ
ƌĞƐƵůƚƐƵŐŐĞƐƚƐƚŚĂƚǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝƐƐĞŶƐŝƚŝǀĞƚŽǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐŝŶƉD,// ƚŚĂƚĂƌĞĂůƐŽ
ƐĞŶƐĞĚďǇƚŚĞŵď>Ϯϰϯ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ŝƚŝƐŚĂƌĚƚŽƉŝŶƉŽŝŶƚǁŚĞƚŚĞƌŝƚŝƐŽŶĞŽĨƚŚĞƐĞĞĨĨĞĐƚƐ͕
ŽƌĂĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶŽĨďŽƚŚ͕ƚŚĂƚĂĐĐŽƵŶƚĨŽƌƚŚĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶŝŶƐƚŝŵƵůĂƚŽƌǇĐĂƉĂĐŝƚǇŽĨǀ^'ϳ͘
KŶ ƚŚĞ ŽŶĞ ŚĂŶĚ͕ ŝƚ ǁĂƐ ƌĞƉŽƌƚĞĚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ >ϮϰϯͲůŝŬĞ ϭϰͲϰͲϰ^ ŵď͕ ƐƉĞĐŝĨŝĐ ĨŽƌ ŵŽƵƐĞ
D,//͕ ĐŽŵƉĞƚĞƐĂŐĂŝŶƐƚǀ^'ϳŽŶ /ͲĚ ΀ϰϳ΁͘ >ŝŬĞǁŝƐĞ͕ ƚŚĞ^ƚĂƉŚǇůŽĐŽĐĐƵƐĞŶƚĞƌŽƚŽǆŝŶ
;^Ϳ͕ǁŚŝĐŚďŝŶĚƐƚŽƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶĂŶĚĐŽŵƉĞƚĞƐǁŝƚŚ>Ϯϰϯ͕ŝƐĂůƐŽĂĨĨĞĐƚĞĚďǇů>/W
΀ϰϴ͕ϰϵ΁͘ KŶ ƚŚĞ ŽƚŚĞƌ ŚĂŶĚ͕ ƐƵƉĞƌŝŵƉŽƐŝƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ĐƌǇƐƚĂů ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ ŽĨ Zϭ ďŽƵŶĚ ƚŽ
ĞŝƚŚĞƌ>/WϴϲͲϭϬϭŽƌ>/WϵϬͲϭϬϭƐŚŽǁĞĚĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĂůƚĞƌĂƚŝŽŶŝŶƚŚĞůŽŽƉĐŽŶŶĞĐƚŝŶŐƚŚĞ
ƚŚŝƌĚ ĂŶĚ ĨŽƌƚŚ ƐƚƌĂŶĚƐ ŽĨ ƚŚĞD,//βͲƐŚĞĞƚƉůĂƚĨŽƌŵ ƚŚĂƚ ŝŶĐůƵĚĞƐ ůǇƐŝŶĞαϯϵ ;&ŝŐ͘ ^ϭͿ
΀ϱϬ΁͘



[[Y

&ŝŐƵƌĞ^ϭ͗ŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐĐŚĂŶŐĞƐďĞƚǁĞĞŶƚǁŽ>/WͲZϭǀĂƌŝĂŶƚƐ͘
KǀĞƌůĂǇ ŽĨ ƚŚĞ ĐƌǇƐƚĂů ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ŽĨ Zϭ ďŽƵŶĚ ƚŽ >/WϴϲͲϭϬϭ Žƌ >/WϵϬͲϭϬϭ ;W͗ ϯWK ĂŶĚ ϯW'͕
ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇͿ ŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶŐ ƚŚĞ ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂů ĐŚĂŶŐĞ ŽĨ ƚŚĞ ůŽŽƉ ĐŽŶŶĞĐƚŝŶŐ ƚŚĞ ƚŚŝƌĚ ĂŶĚ ĨŽƌƚŚ
ƐƚĂŶĚƐŽĨƚŚĞβͲƐŚĞĞƚĨŽƌŵŝŶŐƚŚĞD,//ƉĞƉƚŝĚĞͲďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞ͘dŚĞƌĞŐŝŽŶƐŽĨŝŶƚĞƌĞƐƚĂƌĞďŽǆĞĚ
ĂŶĚƚŚĞZα<ϯϵŝƐƐŚŽǁŶĂƐƐƚŝĐŬƐ͘

DƵƚĂƚŝŽŶ ŽĨ <ϯϵ ĂďŽůŝƐŚĞƐ >Ϯϰϯ ĂŶĚ ^ ďŝŶĚŝŶŐ ďƵƚ ĚŽĞƐ ŶŽƚ ĂĨĨĞĐƚ ǀ^'
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ΀ϱϭ΁͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞƌĞŝƐĂŬŶŽǁŶĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĐŚĂŶŐĞďĞƚǁĞĞŶ
ƚŚĞ>/WͲD,//ǀĂƌŝĂŶƚƐ͕ŝƚŝƐƵŶůŝŬĞůǇƚŽĂĨĨĞĐƚǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘dŽŐĞƚŚĞƌƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐ
ƐƵŐŐĞƐƚƚŚĂƚƚŚĞƌĞĚƵĐĞĚǀ^'ϳƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶŽďƐĞƌǀĞĚǁŚĞŶƉƌĞƐĞŶƚĞĚďǇů>/WͲZϭŝƐĚƵĞ
ƚŽ ƐƚĞƌŝĐ ŚŝŶĚƌĂŶĐĞ ŽĨ ǀ^'ϳ ďǇ ƚĞƌŵŝŶĂů W&ZƐ ŽĨ >/W͘ ůƐŽ͕ ƚŚĞ ĂďŽǀĞͲĚĞƐĐƌŝďĞĚ ĚĂƚĂ
ĐŽƌƌŽďŽƌĂƚĞƚŚĞŶŽƚŝŽŶƚŚĂƚǀ^'ϳďŝŶĚƐƚŽƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶ΀ϭϮ΁͘
^ĞĐŽŶĚůǇ͕ ǁĞ ƐŽƵŐŚƚ ƚŽ ĞǀĂůƵĂƚĞ ƚŚĞ ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶ ŽĨ dZͲĐŽŶƚĂĐƚŝŶŐ ƉĞƉƚŝĚĞ
ƌĞƐŝĚƵĞƐ ďǇ ĐŽŵƉĂƌŝŶŐ ƚŚĞ ĐĂƉĂĐŝƚǇ ŽĨ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ǁŝƚŚ ĚŝƐƚŝŶĐƚ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ ƚŽ
ƉƌĞƐĞŶƚ ǀ^'ϳ͘ dŽ ƚŚŝƐ ĞŶĚ͕ ǁĞ ĞŵƉůŽǇĞĚ Ă ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚ ŚĞŵĂŐŐůƵƚŝŶŝŶ ,;ϯϬϳͲϯϭϵͿ
ƉĞƉƚŝĚĞ ;,ZϭͿ͘ tĞ ƐĞůĞĐƚĞĚ ƚŚŝƐ ƉĞƉƚŝĚĞ ŽǀĞƌ >/W ŐŝǀĞŶ ƚŚĞ ĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇ ŽĨ ƚŚĞ
,ƉĞƉƚŝĚĞͲZϭͲ,ϭ͘ϳdZ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĂŶĚ ƚŚĞ ƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞ ŵŽĚŝĨŝĞĚ :ƵƌŬĂƚ ĐĞůů ůŝŶĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐƚŚĞ,ϭ͘ϳdZ;ƚŚĞƌĞĂĨƚĞƌƐŝŵƉůǇƌĞĨĞƌƌĞĚƚŽ:ƵƌŬĂƚͿ΀ϱϮ͕ϱϯ΁͘KƵƌƌĂƚŝŽŶĂůĞǁĂƐ
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


ƚŽďĞĂďůĞƚŽĚŝƐƚŝŶŐƵŝƐŚďŽƚŚƚŚĞĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂůĂŶĚǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝŶƚŚĞƐĂŵĞƐĞƚƚŝŶŐ͕
ƵƐŝŶŐ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ d ĐĞůůƐ͘ /Ŷ ĂĚĚŝƚŝŽŶ͕ ƚŽ ŵŝŶŝŵŝǌĞ ĂĚǀĞƌƐĞ ĞĨĨĞĐƚƐ ůŝŶŬĞĚ ƚŽ ƚŚĞ ďŽƵŶĚͲ
ƉĞƉƚŝĚĞ͛Ɛ ƉƌŝŵĂƌǇ ƐĞƋƵĞŶĐĞ͕ ǁĞ ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ƚŚĞ ƐĂŵĞ ĂƐƐĂǇƐ ƵƐŝŶŐ ĂŶŽƚŚĞƌ ƉĞƉƚŝĚĞ
ƐƵƉƉŽƌƚŝŶŐǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͕ ƚŚĞ ƚĞƚĂŶƵƐƚŽǆŝŶƉĞƉƚŝĚĞ ;ddϴϮϵͲϴϰϮͿ͘>ŝŬĞƚŚĞ,ͲZϭ͕ddͲ
ZϭŚĂƐŐƌĞĂƚŬŝŶĞƚŝĐƐƚĂďŝůŝƚǇĂŶĚĂůƐŽĨŝůůƐƚŚĞWϭƉŽĐŬĞƚǁŝƚŚĂƚǇƌŽƐŝŶĞ͕ƚŚƵƐƉƌŽǀŝĚŝŶŐĂ
ƐǇƐƚĞŵ ƚŽ ƚĞƐƚ ƚŚĞ ĞǆĐůƵƐŝǀĞ ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶ ŽĨ ƉĞƉƚŝĚĞ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ ;&ŝŐ͘ ϭͿ
΀ϱϰ͕ϱϱ΁͘ dŚĞ dZ ĐŽŶƚĂĐƚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ ŽĨ ƚŚĞƐĞ ƚǁŽ ƉĞƉƚŝĚĞƐ ǁĞƌĞ ŝŶƚĞƌĐŚĂŶŐĞĚ͕
ƌĞƐƵůƚŝŶŐŝŶƚŚĞďĂĐŬďŽŶĞ;ďͿ,ďĂŶĚddďǀĂƌŝĂŶƚƐ͕ĂŶĚŝŶǀŽůǀĞĚĂĐŚĂƌŐĞƌĞǀĞƌƐĂůĂƚWͲϭ
;<ͲYͿ͕ĂĐŚĂŶŐĞŽĨĂƐŵĂůůƌĞƐŝĚƵĞ;sͿƚŽĂďƵůŬŝĞƌŽŶĞ;/ͿĂƚWϮ͕ĂŶĚĨŝŶĂůůǇĂĐŚĂŶŐĞĨƌŽŵĂ
ŶĞŐĂƚŝǀĞůǇĐŚĂƌŐĞĚƌĞƐŝĚƵĞƚŽĂŚŝŐŚůǇŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐŽŶĞ;<Ͳ&ͿĂƚWϴ͘ /ĨĂŶǇŽĨƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞ
ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐǁĞƌĞ ŝŵƉůŝĐĂƚĞĚ ŝŶƐƉĞĐŝĨŝĐǀ^'ϳĐŽŶƚĂĐƚƐ͕ŽŶĞ ƐŚŽƵůĚĞǆƉĞĐƚ ƚŽ
ƐĞĞ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂů ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞƐĞ ƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ ŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚůǇ ŽĨ ƚŚĞ d ĐĞůů sβ
ƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ͘dŚĞƐƚĂďůǇƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ,βĂŶĚddβĐŽŶƐƚƌƵĐƚƐ;&ŝŐ͘ϭ&͕,ͿǁĞƌĞƚŚĞŶƚĞƐƚĞĚĨŽƌ
ƚŚĞŝƌĐĂƉĂĐŝƚǇƚŽƐƚŝŵƵůĂƚĞdĐĞůůƐ;&ŝŐ͘ϭ'͕/Ϳ͘ǀĞƌǇǀĂƌŝĂŶƚƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇƉƌĞƐĞŶƚĞĚǀ^'ϳ͕
ƐƵŐŐĞƐƚŝŶŐ ƚŚĂƚ Ă ƉĞƉƚŝĚĞ͛Ɛ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶƐ ĂƌĞ ŶŽƚ ĐƌŝƚŝĐĂů ĨŽƌ ǀ^'ϳͲŵĞĚŝĂƚĞĚ
ƌĞƐƉŽŶƐĞ ;&ŝŐ͘ ϭ'͕ /Ϳ͘ ŽŶǀĞƌƐĞůǇ͕ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ ,ď ĨĂŝůĞĚ ƚŽ ƐƚŝŵƵůĂƚĞ :ƵƌŬĂƚ d ĐĞůůƐ
;ĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿĂƐƐƉĞĐŝĨŝĐdZĐŽŶƚĂĐƚƌĞƐŝĚƵĞƐŚĂǀĞďĞĞŶŵŽĚŝĨŝĞĚ΀ϱϮ΁͘ůůĐŽǀĂůĞŶƚůǇͲ
ůŝŶŬĞĚƉĞƉƚŝĚĞƐ;ĞǆĐĞƉƚ ů>/WͿƐƵƉƉŽƌƚĞĚƐƚƌŽŶŐǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͕ƌƵůŝŶŐŽƵƚĂƌŽůĞĨŽƌ
ƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞ͛ƐͲƚĞƌŵŝŶĂůůŝŶŬĞƌĂŶĚƚŚƵƐ͕W&ZĂƚƚŚŝƐĞŶĚ͘ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐƐƵŐŐĞƐƚ
ĂŵŽĚĞůŝŶǁŚŝĐŚǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŝƐƚŽůĞƌĂŶƚƚŽƚŚĞŶĂƚƵƌĞŽĨƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞ͛ƐƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ
ƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐ͕ďƵƚƐĞŶƐŝƚŝǀĞƚŽƉĞƉƚŝĚĞƐďĞĂƌŝŶŐĂŶEͲƚĞƌŵŝŶĂůĞǆƚĞŶƐŝŽŶ͘

EͲǀ^'ϳŚĂƐĂŶŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞǁŝƚŚ^ŽŶƚŚĞZβĐŚĂŝŶ
dŚĞĂďŽǀĞͲĚĞƐĐƌŝďĞĚĚĂƚĂƐƵƉƉŽƌƚ ƚŚĞŶŽƚŝŽŶ ƚŚĂƚͲǀ^'ϳďŝŶĚƐ ƚŽ ƚŚĞD,//α
ĐŚĂŝŶ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ŝƚŚĂƐďĞĞŶƉƌŽƉŽƐĞĚƚŚĂƚƚŚĞǀ^'ϳƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞŚĂƐƚǁŽďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽŶ
D,//͕ŽŶĞŽĨǁŚŝĐŚƐŚĂƌĞƐƚŚĞƐĂŵĞŝŶƚĞƌĨĂĐĞĂƐ^ŽŶƚŚĞβĐŚĂŝŶŽƌďŝŶĚƐƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞͲ



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ďŝŶĚŝŶŐ ŐƌŽŽǀĞ ΀ϮϬ͕ϯϮ͕ϯϯ΁͘DĂƚƵƌŝŶŐ ǀ^'Ɛ ĂƌĞ ĐŽŵƉŽƐĞĚ ŽĨ ƚǁŽ ĚŽŵĂŝŶƐ ƚŚĂƚ ƌĞŵĂŝŶ
ŶŽŶͲĐŽǀĂůĞŶƚůǇĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚƵƉŽŶƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐ͘Ͳǀ^'ƉĂƌƚŝĐŝƉĂƚĞƐŝŶD,//ͲdZďƌŝĚŐŝŶŐďƵƚ
ƚŚĞƌŽůĞŽĨEͲǀ^'ŝƐůĞƐƐĐůĞĂƌ͘dŽŐĂŝŶŝŶƐŝŐŚƚŽŶƚŚĞƌŽůĞŽĨƚŚĞůĂƚƚĞƌ͕ǁĞĚĞƐŝŐŶĞĚƚǁŽ
ƐŝŶŐůĞĐŚĂŝŶƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞƐŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞůƵŵŝŶĂůĚŽŵĂŝŶŽĨĞŝƚŚĞƌZĐŚĂŝŶŝƐůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĂƚ
ŽĨǀ^'ϳ͘dŚĞƐĞƐƚƌĂŝŐŚƚĨŽƌǁĂƌĚƐŝŶŐůĞĐŚĂŝŶĚŝŵĞƌƐ;^ƐͿǁĞƌĞŝŶƐƉŝƌĞĚďǇĂƐŝŵŝůĂƌ^
ďĞƚǁĞĞŶD,//ĂŶĚ/ŝ΀ϱϲ΁͘^ƵĐŚ^ƐǁĞƌĞŵĂĚĞƉŽƐƐŝďůĞďĞĐĂƵƐĞ,>ͲZĂŶĚǀ^'ϳĂƌĞ
ƚǇƉĞ/ĂŶĚƚǇƉĞ//ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͕ĂůůŽǁŝŶŐĨƵƐŝŽŶŽĨƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶƵƐŽĨZĐŚĂŝŶƐƚŽ
ƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶƵƐŽĨǀ^'ϳ͘dŚĞƌĞƐƵůƚŝŶŐZα ĂŶĚβͲďĂƐĞĚ ĨƵƐŝŽŶŵŽůĞĐƵůĞƐǁĞƌĞŶĂŵĞĚ
α^ ĂŶĚβ^͕ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ ĂŶĚ ĂƌĞ ĚĞƉŝĐƚĞĚ ŝŶ &ŝŐƵƌĞ Ϯ͘ &Žƌ ďƌĞǀŝƚǇ͕ǁŚĞŶ Ă ^ ŝƐ
ŵĞŶƚŝŽŶĞĚ ŝŶ ĂŶ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂů ƐĞƚƚŝŶŐ͕ ŝƚ ŝƐ ĂůǁĂǇƐ ĐŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ǁŝƚŚ ŝƚƐ ŵĂƚĐŚŝŶŐ
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇǁŝůĚƚǇƉĞZĐŚĂŝŶƉĂƌƚŶĞƌ͕Ğ͘Ő͘Zαнβ^ŝƐƌĞĨĞƌƌĞĚƚŽβ^͘


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




&ŝŐƵƌĞϮ͗dŚĞEͲƚĞƌŵŝŶĂůĚŽŵĂŝŶŽĨǀ^'ϳŽǀĞƌůĂƉƐ^ďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽŶƚŚĞD,//βĐŚĂŝŶ͘
Ϳ ^ĐŚĞŵĂƚŝĐ ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƐ ŽĨ ^ ĂŶĚ ^d ĂƌĞ ƐŚŽǁŶ͘ dŚĞ ͲƚĞƌŵŝŶƵƐ ŽĨZϭα Žƌβ ĐŚĂŝŶƐ
ǁĞƌĞ ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ĂƚƚĂĐŚĞĚ ƚŽ ƚŚĞ EͲƚĞƌŵŝŶƵƐ ŽĨ ǀ^'ϳ ďǇ ĨůĞǆŝďůĞ '>zͲ^Z ůŝŶŬĞƌ͘ /Ŷ ƚŚĞ ^d͕ Ă
ƉĞƉƚŝĚĞǁĂƐĂƉƉĞŶĚĞĚƚŽƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶƵƐŽĨƚŚĞβĐŚĂŝŶĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽ<ŽǌŽŶŽĞƚ͘Ăů΀ϱϵ΁͘dŚĞůŝŶŬĞƌƐ
ďĞƚǁĞĞŶZĂŶĚĞŝƚŚĞƌƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞ͕ǀ^'ϳŽƌ/ŝĂƌĞƌĞƉƌĞƐĞŶƚĞĚĂƐůŝŐŚƚŐƌĞǇďŽǆĞƐ͘Ϳ>ϮϰϯĂŶĚ
s^ϳĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞƐƚĂŝŶŝŶŐŽĨ,<ϮϵϯdĐĞůůƐƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞα^Žƌβ^ĂŶĚƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞ
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ Z ĐŚĂŝŶ Žƌ Ă ǁƚ Z ĂŶĚ ǀ^'ϳ ĐŽŶƚƌŽů͘ >Ϯϰϯ ĂŶĚ s^ϳ ŵďƐ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞ Ă
ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĞƉŝƚŽƉĞŽŶZαĂŶĚƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂůĞŶĚŽĨǀ^'ϳ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘Ϳ,<ϮϵϯdĐĞůůƐ
ǁĞƌĞ ƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚǁƚZ ĂŶĚ ǀ^'ϳ͕Zα ĂŶĚ ƚŚĞ ǀ^'ϳͲ^Ɛ Žƌ /ŝͲβ^Ɛ͘ ϰϴŚ
ƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ͕ĐĞůůƐǁĞƌĞŚĂƌǀĞƐƚĞĚ͕ƐƉůŝƚĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚŽŶŝĐĞǁŝƚŚ>ϮϰϯŽƌ^ĨŽƌϯŚ͘ĨƚĞƌ
ǁĂƐŚŝŶŐ͕ ďŽƵŶĚ ^ ǁĂƐ ĚĞƚĞĐƚĞĚ ďǇ ĨůŽǁ ĐǇƚŽŵĞƚƌǇ ƵƐŝŶŐ ĂŶ ĂŶƚŝͲ^ ŵď͘ dŚĞƐĞ ƐƚĂŝŶŝŶŐ
ƉƌŽĨŝůĞƐĂƌĞƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝǀĞŽĨĂƚůĞĂƐƚĨŝǀĞŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͘ͿdŚĞD&/ǁĞƌĞƉůŽƚƚĞĚĂƐĂ
ƌĂƚŝŽǁŚĞƌĞ ƚŚĞ ĞƌƌŽƌ ďĂƌƐ ƌĞƉƌĞƐĞŶƚ ƚŚĞ ƐƚĂŶĚĂƌĚ ĚĞǀŝĂƚŝŽŶ ƚŽ ƚŚĞŵĞĂŶ ŽĨ ƚŚƌĞĞ ƐƚĂŝŶŝŶŐƐ ŽŶ
ŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐŽĨ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚĐĞůůƐ͘Ϳ^ĂŵĞĂƐ͕ďƵƚƵƐŝŶŐZα<ϯϵŵƵƚĂŶƚ͕ǁŚŝĐŚ
ƉƌĞǀĞŶƚƐ^ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽƚŚĞα ĐŚĂŝŶ͘&Ϳ^ĂŵĞĂƐ͕ďƵƚƵƐŝŶŐĂ ƚƌƵŶĐĂƚĞĚǀĞƌƐŝŽŶŽĨ ƚŚĞǀ^'ϳͲ
^Δƚ͕ĚĞǀŽŝĚŽĨƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂůĚŽŵĂŝŶ

&ŝƌƐƚ͕ǁĞĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚƚŚĞŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶďĞƚǁĞĞŶƚŚĞ^ƐĂŶĚƚŚĞŝƌĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ
D,// ĐŚĂŝŶ ƉĂƌƚŶĞƌ͘ &Žƌ ƚŚĞƐĞ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͕ ǁĞ ƵƐĞĚ ,< Ϯϵϯd ĐĞůůƐ ŐŝǀĞŶ ƚŚĞŝƌ ŚŝŐŚ



[[L[
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ ĞĨĨŝĐŝĞŶĐǇ͘ Ɛ ƐŚŽǁŶ ŝŶ &ŝŐƵƌĞ Ϯ͕ ƚŚĞα^ ĂƉƉĂƌĞŶƚůǇ ĨĂŝůĞĚ ƚŽ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞ
ǁŝƚŚZβ ƵƉŽŶ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ͕ ĂƐ ũƵĚŐĞĚďǇ ƚŚĞ ůĂĐŬŽĨ >Ϯϰϯ ƐƵƌĨĂĐĞ ƐƚĂŝŶŝŶŐ ĂŶĚƵŶƵƐƵĂů
ĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶƉĂƚƚĞƌŶ;&ŝŐ͘^ϮͿ͘/ŶĐŽŶƚƌĂƐƚ͕ƚŚĞβ^ƉƌŽƉĞƌůǇĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚŝŶƚŽŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐ
ǁŝƚŚ Zα͕ ƚƌĂĨĨŝĐŬĞĚ ƚŽ ƚŚĞ ƉůĂƐŵĂ ŵĞŵďƌĂŶĞ ĂŶĚ ǁĂƐ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚ ďǇ Ă ƉĂŶĞů ŽĨ
ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůŵďƐ;&ŝŐ͘ϮĂŶĚĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿ͘hƐŝŶŐƚŚĞĂŶƚŝͲͲǀ^'ϳŵďs^ϳ͕ǁĞ
ĂůƐŽ ŽďƐĞƌǀĞĚ D,//ͲďŽƵŶĚ ǀ^'Ɛ Ăƚ ƚŚĞ ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ ;&ŝŐ Ϯ͕ ƌŝŐŚƚ ƉĂŶĞůͿ͘ ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕
ƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐŝŶĚŝĐĂƚĞƚŚĂƚŽŶůǇƚŚĞβ^ĐĂŶŐĞŶĞƌĂƚĞŽƌĚĞƌĞĚĐŽŵƉůĞǆĞƐĂŶĚĂůůŽǁǀ^'
ƐƵƌĨĂĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘
EĞǆƚ͕ƚŽĐŽŶĨŝƌŵƚŚĂƚǀ^'ϳďĞŚĂǀĞĚůŝŬĞƚŚĞǁƚǀ^'ǁŚĞŶƉĂƌƚŽĨƚŚĞβ^͕ǁĞ
ǀĞƌŝĨŝĞĚǁŚĞƚŚĞƌŝƚƐƚŝůůĐŽŵƉĞƚĞĚƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨ^͘tĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ,<ϮϵϯdĐĞůůƐǁŝƚŚ
ĞŝƚŚĞƌǁƚZŽƌβ^ĂŶĚƉĞƌĨŽƌŵĞĚ^ďŝŶĚŝŶŐĂƐƐĂǇƐŵŽŶŝƚŽƌĞĚďǇĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ͘
&ŝŐƵƌĞϮƐŚŽǁƐƚŚĞZ ;ůĞĨƚƉĂŶĞůͿĂŶĚ^ ;ƌŝŐŚƚƉĂŶĞůͿ ƐƚĂŝŶŝŶŐƉƌŽĨŝůĞƐ͕ǁŚŝĐŚ
ƌĞǀĞĂů ǁĞĂŬ ^ ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽ ĐĞůůƐ ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ β^͘ KŶĐĞ ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ ĨŽƌ D,// ƐƵƌĨĂĐĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ǁĞŶŽƚĞĚĂ ƚǁŽͲĨŽůĚD&/ ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ ĨŽƌβ^ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽ ƚŚĞǁƚŽƌβ/ŝͲ^
ĐŽŶƚƌŽůƐ ;&ŝŐ͘ ϮͿ͘ dŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ǀ^'ŵŽŝĞƚǇ ŽŶZβ ƉƌĞǀĞŶƚĞĚ ^
ďŝŶĚŝŶŐ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ĂƐ^ŚĂƐĂŵŝŶŽƌůŽǁĂĨĨŝŶŝƚǇďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽŶƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶ͕ƚŚĞ
ƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƌĞŵĂŝŶĞĚƚŚĂƚƚŚĞŽďƐĞƌǀĞĚĐŽŵƉĞƚŝƚŝŽŶǁĂƐĚƵĞƚŽƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨǀ^'ϳŽŶ
Zα΀ϱϳ͕ϱϴ΁͘dŽƚĞƐƚƚŚŝƐ͕ǁĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŚĞƐĂŵĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƵƐŝŶŐĂZαŵƵƚĂŶƚƚŚĂƚŝƐ
ƵŶĂďůĞƚŽďŝŶĚ^;Zα<ϯϵͿ΀ϱϳ΁͘ƐƐŚŽǁŶŝŶ&ŝŐ͘Ϯ͕ĐŽŵƉĞƚŝƚŝŽŶŝƐŽďƐĞƌǀĞĚǁŚĞƚŚĞƌ
β^ŝƐĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚǁŝƚŚǁƚD,//αĐŚĂŝŶŽƌ<ϯϵŵƵƚĂŶƚ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ƚƌƵŶĐĂƚŝŶŐͲǀ^'
ĨƌŽŵ β^͕ ŐĞŶĞƌĂƚŝŶŐ ƚŚĞ β^Δƚ͕ ƌĞƐƵůƚĞĚ ŝŶ Ă ƐŝŵŝůĂƌ ƌĞĚƵĐƚŝŽŶ ŽĨ ^ ďŝŶĚŝŶŐ͕
ĐŽŶĨŝƌŵŝŶŐƚŚĂƚEͲǀ^'ϳĂŶĚ^ŚĂǀĞĂŶŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐďŝŶĚŝŶŐŝŶƚĞƌĨĂĐĞ;&ŝŐ͘Ϯ&Ϳ͘
dŚĞ ŚŝŐŚ ^ ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ĂĨĨŝŶŝƚǇ ĨŽƌ β,ŝƐϴϭ ĂƌĞ ĨĂĐƚŽƌƐ ůŝŬĞůǇ ƚŽ ĨĂǀŽƌ
ĚŝƐƉůĂĐĞŵĞŶƚŽĨƐŽŵĞŽĨƚŚĞǀ^'ϳŵŽůĞĐƵůĞƐĂŶĚĐŽƵůĚĞǆƉůĂŝŶǁŚǇĐŽŵƉĞƚŝƚŝŽŶǁĂƐŶŽƚ
ƚŽƚĂů͘>ŝŬĞǁŝƐĞ͕ƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐŽĨƚŚĞǀ^'ϳŵŽŝĞƚǇŝƐŽďƐĞƌǀĞĚĂŶĚĐŽƵůĚĨĂǀŽƌŝƚƐĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ
ĨƌŽŵ ƚŚĞ β ĐŚĂŝŶ ;&ŝŐ͘ ^ϮͿ͘ ůƐŽ͕ ŽŶĞ ŵĂǇ ĂƌŐƵĞ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŵĞƌĞ ĨƵƐŝŽŶ ĐŽƵůĚ ĂĨĨĞĐƚ Z
ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂŶĚůĞĂĚƚŽƚŚĞĚĞĐƌĞĂƐĞĚ^ďŝŶĚŝŶŐ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ƚŚĞƚĞƐƚĞĚĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂů
ŵďƐ ĚŝĚ ŶŽƚ ĚŝƐĐƌŝŵŝŶĂƚĞ ƚŚĞ ^ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ǁƚ ĂŶĚ ďŽƚŚ /ŝͲ^Ɛ ĚŝĚ ŶŽƚ ƉƌĞǀĞŶƚ ^
[[[



ďŝŶĚŝŶŐ;ĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿ͘dŚĞƐĞĚĂƚĂĐŽŶĨŝƌŵĞĚƚŚĂƚEͲǀ^'ŚĂƐĂŶŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐďŝŶĚŝŶŐ
ƐŝƚĞǁŝƚŚ^ŽŶƚŚĞD,//βĐŚĂŝŶ͘

&ŝŐƵƌĞ^Ϯ͗DĂƚƵƌĂƚŝŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŽůǇƚŝĐĐůĞĂǀĂŐĞŽĨƚŚĞ^Ɛ͘
>ǇƐĂƚĞƐ ŽĨ ĐĞůůƐ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚ ƚŚĞα^ Žƌβ^ ĂŶĚ ƚŚĞŝƌ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞ ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇD,//
ĐŚĂŝŶƐǁĞƌĞƐƉůŝƚŝŶƚǁŽĂŶĚƚƌĞĂƚĞĚŽƌŶŽƚǁŝƚŚŶĚŽ,͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞƐĞƉĂƌĂƚĞĚďǇ^^ͲW'ĂŶĚ
ŝŵŵƵŶŽďůŽƚƚĞĚĨŽƌZβ͕ǀ^'ϳŽƌZα͘ŽŶƚƌŽů;ƵŶƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚŽƌǁƚZͿĂŶĚǀ^'ϳƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ
ĐĞůůƐǁĞƌĞĂůƐŽŐŝǀĞŶƚŚĞƐĂŵĞƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘dŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚ;ŬĂͿŝƐŐŝǀĞŶŽŶƚŚĞůĞĨƚƐŝĚĞĂŶĚ
ƚŚĞнŽƌͲƐŝŐŶƐŝŶĚŝĐĂƚĞǁŚĞƚŚĞƌŶĚŽ,ƚƌĞĂƚŵĞŶƚǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚ͘

ǀ^'ϳĚŽĞƐŶŽƚďŝŶĚƚŚĞD,//ƉĞƉƚŝĚĞŐƌŽŽǀĞ
KƵƌƌĞƐƵůƚƐĚĞƐĐƌŝďĞĚƐŽĨĂƌĚĞĨŝŶĞƚŚĞďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽĨͲǀ^'ϳĂŶĚEͲǀ^'ƚŽƚŚĞ
D,//αĂŶĚβĐŚĂŝŶ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘dŚƵƐ͕ŝƚǁĂƐĚŝĨĨŝĐƵůƚƚŽĞŶǀŝƐŝŽŶĂŵŽĚĞůǁŚĞƌĞǀ^'ϳ
ŝŶƚĞƌĂĐƚĞĚǁŝƚŚ ďŽƚŚ Z ĐŚĂŝŶƐ Ăƚ ŽŶĐĞ͘ dŚĞ ,ƵďĞƌ ŐƌŽƵƉ ƉƌŽƉŽƐĞĚ ƚŚĂƚ Ă ƐĞŐŵĞŶƚ ŽĨ
DDdsǀ^'Ɛ;ĐĂůůĞĚƚŚĞD//WD͕D,//ƉĞƉƚŝĚĞďŝŶĚŝŶŐŵŽƚŝĨͿŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚƚŚĞD,//
ƉĞƉƚŝĚĞͲďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞƵƉŽŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐŝŶƚŚĞZ΀ϯϯ΁͘dŚĞ//WDŵŽƚŝĨŝƐƉĂƌƚŽĨEͲǀ^'
ĂŶĚĐŽƵůĚďƌŝĚŐĞďŽƚŚǀ^'ƐĞŐŵĞŶƚƐƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞD,//ĐůĞĨƚ͘dŽǀĞƌŝĨǇǁŚĞƚŚĞƌǀ^'ϳ
ŽĐĐƵƉŝĞƐƚŚĞD,//ŐƌŽŽǀĞ͕ǁĞĚĞƐŝŐŶĞĚĂŶĞǁĐŽŶƐƚƌƵĐƚ͕,ͲƐŝŶŐůĞĐŚĂŝŶƚƌŝŵĞƌ;,^dͿ͕
ŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞ,ƉĞƉƚŝĚĞǁĂƐĂƉƉĞŶĚĞĚƚŽƚŚĞβ^EͲƚĞƌŵŝŶƵƐ;&ŝŐ͘ϮͿ͘ĂƐĞĚŽŶƚŚĞ,ƐƵ
ĞƚĂů͘ƉƌĞŵŝƐĞ͕ŽƵƌƌĂƚŝŽŶĂůĞǁĂƐƚŚĂƚEͲǀ^'ϳǁŽƵůĚƉƌĞǀĞŶƚ,ďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞŐƌŽŽǀĞ͘
&ŝŐƵƌĞϯƐŚŽǁƐƚŚĞƐƵƌĨĂĐĞZĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĨŽƌďŽƚŚβ^ĂŶĚ,^dŝŶĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶƚŽǁƚ
Z ĂŶĚ ,Z͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ Z ƐƵƌĨĂĐĞ ƐƚĂŝŶŝŶŐ ǁĂƐ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ ŝŶ ďŽƚŚ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĂŶƚƐ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐƚŚĞůŝŶŬĞĚͲ,ƉĞƉƚŝĚĞ͘dŚĞƐĞĚĂƚĂĐŽƌƌŽďŽƌĂƚĞǁĞůůǁŝƚŚƚŚĞD,//ƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚ
ƐƚĂďŝůŝƚǇǁŚĞŶŽƉƚŝŵĂůƉĞƉƚŝĚĞŽĐĐƵƉŝĞƐƚŚĞŐƌŽŽǀĞ΀ϱϵ΁͘^ŽůƵďůĞǀĞƌƐŝŽŶƐŽĨZβĂŶĚ,β



[[[L
;ƐβĂŶĚƐ,βͿĐŚĂŝŶƐǁĞƌĞƵƐĞĚĂƐĐŽŶƚƌŽůƐĂŶĚƌƵůĞĚŽƵƚƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĞ;dDͿĚŽŵĂŝŶͲ
ŵĞĚŝĂƚĞĚďŝĂƐďĞƚǁĞĞŶƚŚĞdDͲĚĞǀŽŝĚβ^ĂŶĚĐŽŶƚƌŽůƐ͘>ϮϰϯD&/ƌĂƚŝŽƐŽĨƐβĂŶĚβ^
ĂŐĂŝŶƐƚ Ɛ,β ĂŶĚ,^d͕ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͕ ƐŚŽǁĞĚĂϰͲĨŽůĚ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶǁŚĞŶ,
ǁĂƐ ĨƵƐĞĚ ƚŽZβ ;&ŝŐ͘ϯͿ͘ dŚĂƚ ƚŚĞ ƚĞƚŚĞƌĞĚ,ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨZ ŝƐ
ŝŶĐŽŵƉĂƚŝďůĞǁŝƚŚĂŵŽĚĞůŝŶǁŚŝĐŚǀ^'ǁŽƵůĚŽĐĐƵƉǇƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞ͘



&ŝŐƵƌĞϯ͗ǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐƚŽD,//αĂŶĚβĐŚĂŝŶƐŽĐĐƵƌƐŽŶĚŝƐƚŝŶĐƚD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͘
ͿĞůůƐƵƌĨĂĐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨD,//ŽŶ,<ϮϵϯdĐĞůůƐƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚZŽƌ^;ůĞĨƚƉĂŶĞůͿĂŶĚ
,ZŽƌ^d;ůĞĨƚƉĂŶĞůͿƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚƚŚĞ>Ϯϰϯŵď͘ͿŽŵƉĂĐƚ^^ͲƌĞƐŝƐƚĂŶƚĂŶĚͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞĨŽƌŵ
ŽĨ ZǁĞƌĞ ĂƐƐĞƐƐĞĚ ďǇ ŝŵŵƵŶŽďůŽƚ ;/Ϳ ĂŶĂůǇƐŝƐ ŽĨ ƚŽƚĂů ƉƌŽƚĞŝŶ ĞǆƚƌĂĐƚƐ ;ďŽŝůĞĚ Žƌ ŚĞĂƚĞĚ ƚŽ
ϲϱqͿĨƌŽŵƚŚĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĂŶƚƐŝŶ͘/ŝͲ^ƐǁĞƌĞƵƐĞĚĂƐĐŽŶƚƌŽů͘dŚĞ/ǁĂƐƌĞǀĞĂůĞĚǁŝƚŚƚŚĞĂŶƚŝͲ
Zβŵďyϱ͘dŚĞƚǁŽĐŽŵƉĂĐƚĐŽŵƉůĞǆĞƐĂƌĞŵĂƌŬĞĚǁŝƚŚ/Žƌ//;ůĂŶĞϮĂŶĚϴͿĂŶĚƐĐŚĞŵĂƚŝǌĞĚ
ŶĞǆƚ ƚŽ ƚŚĞ ŐĞů͘ Ϳ ŽŵƉĂƌŝƐŽŶ ŽĨ ,ͲƐƉĞĐŝĨŝĐ d ĐĞůů ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ďĞƚǁĞĞŶ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ D,//
ƉŽƐŝƚŝǀĞŽƌŶĞŐĂƚŝǀĞ,Ğ>ĂĐĞůůƐƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚĚŝĨĨĞƌĞŶƚD,//βĐŚĂŝŶƐ͘,Ğ>ĂD,//ƉŽƐŝƚŝǀĞĐĞůůƐ
ĞǆƉƌĞƐƐĞĚZϮ͕ĐŽŶƚƌĂƌǇƚŽƚŚĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚZϭ͘Ϳ^ĂŵĞĂƐďƵƚĐŽŵƉĂƌŝŶŐǀ^'ϳƐƉĞĐŝĨŝĐdĐĞůů
ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͘

[[[LL



dŽĐŽŶĨŝƌŵƚŚĂƚƚŚĞ,ƉĞƉƚŝĚĞǁĂƐůŽĚŐĞĚŝŶƐŝĚĞƚŚĞŐƌŽŽǀĞĂŶĚŶŽƚĚŝƐƉůĂĐĞĚďǇ
ƚŚĞŝŵŵĂƚƵƌĞǀ^'ϳƉŽůǇƉĞƉƚŝĚĞ͕ǁĞƚĞƐƚĞĚƚŚĞĐŽŵƉůĞǆĨŽƌ^^ƐĞŶƐŝƚŝǀŝƚǇ͘/ŶĚĞĞĚ͕,Ͳ
Zϭ ĐŽŵƉůĞǆĞƐ ƌĞƐŝƐƚ ^^ͲĚĞŶĂƚƵƌĂƚŝŽŶ ĂŶĚ ŵŝŐƌĂƚĞ ĂƐ ĐŽŵƉĂĐƚ ƉĞƉƚŝĚĞͲůŽĂĚĞĚ
ŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐ ƵŶĚĞƌ ŶŽŶͲďŽŝůĞĚ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ ΀ϲϬ΁͘ Ğůů ůǇƐĂƚĞƐ ŽďƚĂŝŶĞĚ ĨƌŽŵ ƚŚĞ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĂŶƚƐƉƌĞƐĞŶƚĞĚ ŝŶ&ŝŐƵƌĞϯĂƐǁĞůů ĂƐ Ăβ/ŝͲ^ĐŽŶƚƌŽůǁĞƌĞ ĂŶĂůǇǌĞĚďǇ^^Ͳ
W'͘yϱŵďǁĂƐƵƐĞĚƚŽƉƌŽďĞƚŚĞƌĞƐƵůƚŝŶŐŝŵŵƵŶŽďůŽƚƐ͘ƐĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ŝŶĂďƐĞŶĐĞŽĨ
,>ͲD͕ŶĞŝƚŚĞƌ/ŝͲŶŽƌǀ^'ϳͲ^ƐĨŽƌŵĞĚĐŽŵƉĂĐƚĐŽŵƉůĞǆĞƐǁŝƚŚZα;&ŝŐ͘ϯ͕ůĂŶĞϰ
ĂŶĚϲͿ͘ /ŶĐŽŶƚƌĂƐƚ͕ǁŚĞŶ,ǁĂƐ ůŝŶŬĞĚƚŽĞŝƚŚĞƌZβŽƌβ^;ůĂŶĞϮĂŶĚϴͿ͕ĐŽŵƉĂĐƚ͕
^^ͲƌĞƐŝƐƚĂŶƚŚĞƚĞƌŽĚŝŵĞƌƐǁĞƌĞŽďƐĞƌǀĞĚ͕ĐŽŶĨŝƌŵŝŶŐƚŚĂƚƚŚĞ,ͲƉĞƉƚŝĚĞǁĂƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶ
ƚŚĞŐƌŽŽǀĞ͘
dŽ ƵŶĞƋƵŝǀŽĐĂůůǇ ƉƌŽǀĞ ƚŚĂƚ ǀ^'ϳ ĚŝĚ ŶŽƚ ďŝŶĚ ƚŽ ƚŚĞ D,// ĐůĞĨƚ͕ ǁĞ ƚĞƐƚĞĚ
ǁŚĞƚŚĞƌ ƚŚĞ,^dĐŽƵůĚ ŝŶĚƵĐĞďŽƚŚ :ƵƌŬĂƚĂŶĚǀ^'ͲƐƉĞĐŝĨŝĐd ĐĞůů ƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘dŽ ƚŚŝƐ
ĞŶĚ͕ǁĞŵŽǀĞĚĨƌŽŵƚŚĞ,<ϮϵϯdƚŽ,Ğ>ĂĐĞůůƐ͕ƚŚĞĨŽƌŵĞƌďĞŝŶŐƵŶĂďůĞƚŽƉƌĞƐĞŶƚǀ^'
΀ϯϭ΁͘KĨŶŽƚĞ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌďĂƐŝƐŽĨƚŚŝƐĚĞĨĞĐƚƌĞŵĂŝŶƐŽďƐĐƵƌĞ͕,Ğ>ĂĐĞůůƐĂƌĞ
ƵŶĂďůĞ ƚŽ ƉƌĞƐĞŶƚ ǀ^'Ɛ ƵŶůĞƐƐ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ǁŝƚŚ //d Žƌ ƚƌĞĂƚĞĚ ǁŝƚŚ /&EͲγ ΀ϯϭ΁͘ dŚŝƐ
ƉƌŽǀŝĚĞĚ Ă ƵƐĞĨƵů ƐǇƐƚĞŵ ƚŽ ĞǀĂůƵĂƚĞ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ , ŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚůǇ ŽĨ ǀ^' ŝŶ
ĂďƐĞŶĐĞ ŽĨ //d ĂŶĚ ŽĨ ďŽƚŚ , ĂŶĚ ǀ^'ϳ ŝŶ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ //d͘ tĞ ƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ŽƵƌ ǀĂƌŝŽƵƐβ ĐŚĂŝŶƐ ŝŶƚŽ ĞŝƚŚĞƌ,Ğ>Ă Žƌ,Ğ>Ă //dн ĐĞůůƐ ĂŶĚ ĂƐƐĞƐƐĞĚ ƚŚĞ
ƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨ:ƵƌŬĂƚŽƌ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭĐĞůůƐ͘ƐĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽŶůǇŽĐĐƵƌƌĞĚŝŶ
ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ //d͕ ǁŚĞƚŚĞƌ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ^ ĂŶĚ ^d ;&ŝŐ͘ ϯͿ͘ ^ƵƌƉƌŝƐŝŶŐůǇ͕ ,Ğ>Ă ĐĞůůƐ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚ,^dĨĂŝůĞĚƚŽƐƚŝŵƵůĂƚĞ:ƵƌŬĂƚĐĞůůƐŝŶĐŽŶƚƌĂƐƚƚŽƚŚĞĐŽŶƚƌŽůƐ,β;&ŝŐ͘
ϯͿ͘dŚĞůĂĐŬŽĨ,ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶĐĂŶďĞĂƚƚƌŝďƵƚĞĚƚŽĞŝƚŚĞƌĂŶD,//ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĨůĂǁ
Žƌ ƚŽ ƚŚĞ ǀ^'ŵŽŝĞƚǇ ŽĨ ƚŚĞ,^d ŚĂŵƉĞƌŝŶŐ ƉƌŽƉĞƌ dZ ĚŽĐŬŝŶŐ͘tĞ ĂƌŐƵĞ ĨŽƌ ƚŚĞ
ůĂƚƚĞƌĂůƚĞƌŶĂƚŝǀĞďĞĐĂƵƐĞƚŚĞƚĞƐƚĞĚŵďƐĚŝĚŶŽƚĚŝƐƚŝŶŐƵŝƐŚĞĚƚŚĞ,^dĨƌŽŵƚŚĞƐ,β
ĐŽŶƚƌŽů ;&ŝŐ͘ϯĂŶĚĚĂƚĂŶŽƚƐŚŽǁŶͿĂŶĚ ŝŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ//d͕,ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶǁĂƐ
ƌĞƐƚŽƌĞĚ;&ŝŐ͘ϯͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ƚŚĂƚ:ƵƌŬĂƚĨĂŝůĞĚƚŽƌĞƐƉŽŶĚƚŽƚŚĞ,^dŝŶ//dͲŶĞŐĂƚŝǀĞ



[[[LLL
ĐĞůůƐ ǁĂƐ ƉƵǌǌůŝŶŐ͘ dŚŝƐ ŝƐ ŶŽƚ ĚƵĞ ƚŽ ĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ^dͲ, ƉĞƉƚŝĚĞ ĂŶĚ ŝƚƐ
ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶƚŽĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇĞǆƉƌĞƐƐĞĚD,//ƐĂƐƚŚĞZβΎϬϭϬϮĂůůĞůĞŝŶƚŚĞ
ŚŽŵŽǌǇŐŽƵƐ ,Ğ>Ă //dн ĐĞůůƐ ĚŽĞƐ ŶŽƚ ƉƌĞƐĞŶƚ ,ϯϬϳͲϯϭϴ ƚŽ :ƵƌŬĂƚ d ĐĞůůƐ ΀ϲϭ΁ ĂŶĚ
ƚŚĞƌĞĨŽƌĞ ŵƵƐƚ ĂƌŝƐĞ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ,ͲZϭ ŵŽŝĞƚǇ ŽĨ ƚŚĞ ^d͘ KŶĞ ĞǆƉůĂŶĂƚŝŽŶ ŝƐ ƚŚĂƚ ŝŶ
ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ Ă ƉŽŽů ŽĨ D,//Ɛ͕ Ͳǀ^' ŝƐ ƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ƉƌŽĐĞƐƐĞĚ ^d ŽŶƚŽ ƚŚĞ
ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐƉD,//Ɛ;ƐƵƉƉŽƌƚŝŶŐǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶͿ͕ƚŚƵƐƌĞǀĞĂůŝŶŐ,ƚŽƚŚĞ,ϭ͘ϳdZ
ďĞĂƌŝŶŐ:ƵƌŬĂƚdĐĞůůƐ͘dŚĞŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶƐŽĨƚŚŝƐĨŝŶĚŝŶŐĂƌĞĚŝƐĐƵƐƐĞĚďĞůŽǁ

ǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƌĞůŝĞƐŽŶD,//αͲdZŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ
dŽ ďĞƚƚĞƌ ƉŝŶƉŽŝŶƚ ƚŚĞ Ͳǀ^'ϳ ďŝŶĚŝŶŐ ƐŝƚĞ ŽŶ Zα ĂŶĚ ŝŶǀĞƐƚŝŐĂƚĞ ƚŚĞ dZ
ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽƉŽůŽŐǇ͕ ǁĞ ŐĞŶĞƌĂƚĞĚ ĂŶ ĂƌƌĂǇ ŽĨ ŵƵƚĂŶƚƐ ŽĨ ƚŚĞ αͲŚĞůŝǆ ůŝŶŝŶŐ ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ
ŐƌŽŽǀĞ͘DŽƐƚŵƵƚĂŶƚƐǁĞƌĞŵŽĚĞůĞĚĨƌŽŵYϮĂŶĚ/Ƌ͕ǁŚŝĐŚƉƌĞƐĞŶƚǀ^'ƉŽŽƌůǇĂŶĚ
ƐƉĂŶĂĂϲϯƚŽϲϴ͕ƚŚĞŝŶƚĞƌĨĂĐĞĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚǁŝƚŚ^ďŝŶĚŝŶŐ΀ϳ΁͘&ŝŐƵƌĞϰƐŚŽǁƐƚŚĞƉŽŝŶƚͲ
ŵƵƚĂŶƚƐŽŶƚŚĞ,ͲZϭĐĂƌƚŽŽŶĚĞƉŝĐƚŝŽŶ;WƌŽƚĞŝŶĚĂƚĂďĂƐĞ;WͿ͗ϭ&zdͿĂƐǁĞůůĂƐZα
ƌĞƐŝĚƵĞƐŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶ>ϮϰϯŵďďŝŶĚŝŶŐ΀ϱϮ͕ϲϮ΁͘

[[[LY




&ŝŐƵƌĞϰ͗ZĞƐŝĚƵĞƐŽŶƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶĂĐƚŝŶƚĂŶĚĞŵǁŝƚŚǀ^'ƚŽĞŶŐĂŐĞdZƐ͘
ͿĂƌƚŽŽŶĚĞƉŝĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞD,//ǁŝƚŚĂĐůŽƐĞͲƵƉŽŶƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞͲďŝŶĚŝŶŐŐƌŽŽǀĞƚŚĂƚŚŝŐŚůŝŐŚƚƐ
ZααͲŚĞůŝǆƐƉĂŶŶŝŶŐŵƵƚĂŶƚƐ;ƉŝŶŬͿĂŶĚƚŚĞ>ϮϰϯŵďƐďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞ;ƌĞĚͿ͕ĚĞƉŝĐƚĞĚĂƐƐƚŝĐŬƐ͘dŚĞ
α͕βĐŚĂŝŶƐĂŶĚƉĞƉƚŝĚĞĂƌĞŐƌĞĞŶ͕ďůƵĞĂŶĚǇĞůůŽǁ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘ͿD,//ĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞƉƌŽĨŝůĞƐŽĨ
WĐĞůů ůŝŶĞƐƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚ,ZβĂŶĚĚŝĨĨĞƌĞŶƚZαŵƵƚĂŶƚƐĂƐƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚ>ϮϰϯĂŶĚyϱ
ŵďƐ͘dŚĞD&/ƐĂƌĞƐŚŽǁŶŝŶƚŚĞůŽǁĞƌƌŝŐŚƚĐŽƌŶĞƌŽĨĞĂĐŚŚŝƐƚŽŐƌĂŵĂŶĚĂƌĞĐŽůŽƌĞĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐ
ƚŽ ƚŚĞ ůĞŐĞŶĚ͘ ŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ '&W ƉƌŽƚĞŝŶ ǁĂƐ ƵƐĞĚ ƚŽ ŵŽŶŝƚŽƌ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ ĞĨĨŝĐŝĞŶĐǇ ŽĨ
ǀ^'ϳĂŶĚD&/ĂƌĞƐŚŽǁŶĂƐďĂƌŐƌĂƉŚƐŶĞǆƚƚŽŚŝƐƚŽŐƌĂŵƐ͘Ϳ>ϮϰϯĂŶĚyϱD&/ƌĂƚŝŽƐĚĞƌŝǀĞĚ
ĨƌŽŵ͘ĞůůůŝŶĞƐĨƌŽŵǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚǀ^'ϳŽƌĂŵŽĐŬĐŽŶƚƌŽůďĞĨŽƌĞŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ:ƵƌŬĂƚ
;Ϳ͕<ŵůƐϭϯ͘ϭϭ;ͿĂŶĚ<ŵůƐϭϮ͘ϲ;&ͿdĐĞůůƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ͘




[[[Y
&ůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇĂŶĂůǇƐŝƐŽĨƚŚĞƌĞƐƵůƚŝŶŐƐƚĂďůĞZĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶWĐĞůůƐŝƐŐŝǀĞŶ
ŝŶ&ŝŐƵƌĞϰĂƐƐĞƐƐĞĚďǇ>ϮϰϯĂŶĚyϱƐƚĂŝŶŝŶŐ͘ƐĂďŽǀĞ͕ƐƚĂďůĞĐĞůůůŝŶĞƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇ
ĐŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚǀ^'ϳĂŶĚƚŚĞƌĞƉŽƌƚĞƌ'&W͘dŚĞŶ͕ĐĞůůƐǁĞƌĞĐŽͲĐƵůƚƵƌĞĚǁŝƚŚ<ŵůƐ
ϭϯ͘ϭϭĂŶĚ<ŵůƐϭϮ͘ϲdĐĞůůƐ ĂŶĚ />ͲϮƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶǁĂƐŵĞĂƐƵƌĞĚ͘ /Ŷ ĂŶĞĨĨŽƌƚ ƚŽŵŝŶŝŵŝǌĞ
ƚŚĞ ĞĨĨĞĐƚ ŽĨ ƚŚĞ ĐĞůůƐ͛ ŝŶƚƌŝŶƐŝĐ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ ǁĞ ĐŽͲĞǆƉƌĞƐƐĞĚ ĞĂĐŚ Zα ǀĂƌŝĂŶƚ
ǁŝƚŚ ƚŚĞ ,Zβ ĐŚĂŝŶ͘ /Ŷ ĂĚĚŝƚŝŽŶ͕ ƚŚŝƐ ĂůůŽǁĞĚ ƵƐ ƚŽ ŵŽŶŝƚŽƌ ƚŚĞ ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ ŽĨ ,Ͳ
ƐƉĞĐŝĨŝĐ :ƵƌŬĂƚ ĐĞůůƐ͕ ǁŚŝĐŚ ĐŽƵůĚ ďĞ ŝŵƉĞĚĞĚ ďǇ ƚŚĞ α ĐŚĂŝŶ ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ ;&ŝŐ ϰͿ͘ Ɛ
ƉƌĞĚŝĐƚĞĚ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ,ͲZϭͲ,ϭ͘ϳ dZ ĐŽͲĐƌǇƐƚĂů ΀ϱϮ΁͕ ŽŶůǇ ŵƵƚĂƚŝŽŶ ŽĨ dZ ĐŽŶƚĂĐƚ
ƌĞƐŝĚƵĞƐαϲϰ͕ϲϱĂŶĚϲϳĂďƌŽŐĂƚĞĚƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨ,ƚŽ:ƵƌŬĂƚĐĞůůƐ͘
EŽƚĞǁŽƌƚŚǇ͕ ƚŚĞ ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ŽĨ >Ϯϰϯ ǁĂƐ ƐƚƌŽŶŐůǇ ĚĞĐƌĞĂƐĞĚ ƚŽǁĂƌĚƐ ZŵƵƚĂŶƚƐ
αϲϯĂŶĚαϲϳ;&ŝŐ͘ϰͿ͘dŚŝƐŝƐďĞƐƚƉŽƌƚƌĂǇĞĚďǇƚŚĞďĂƌŐƌĂƉŚŝŶ&ŝŐƵƌĞϰ͕ƐŚŽǁŝŶŐ>Ϯϰϯ
D&/ŽǀĞƌƚŚĞD&/ŽĨƚŚĞĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲŝŶƐĞŶƐŝƚŝǀĞyϱŵď͘^ƵƌƉƌŝƐŝŶŐůǇ͕ƚŚŽƐĞƐĂŵĞZ
ŵƵƚĂŶƚƐ ŚĂĚ Ă ĚƌĂŵĂƚŝĐĂůůǇ ƌĞĚƵĐĞĚ ĂďŝůŝƚǇ ƚŽ ƉƌĞƐĞŶƚ ǀ^'ϳ ;&ŝŐ͘ ϰ ĂŶĚ &Ϳ ƐƵŐŐĞƐƚŝŶŐ
ĂŐĂŝŶ ŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐ ďŝŶĚŝŶŐ ƌĞŐŝŽŶƐ ďĞƚǁĞĞŶ >Ϯϰϯ ĂŶĚ ǀ^'͘ Ɛ ƚŚĞ ƐŝĚĞͲĐŚĂŝŶ ŽĨ αϲϯ
ƉŽŝŶƚƐ ůĂƚĞƌĂůůǇ͕ ƚŚĞǁĞĂŬĞŶĞĚƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶŽďƐĞƌǀĞĚǁŝƚŚďŽƚŚŚǇďƌŝĚŽŵĂƐďǇ ƚŚĞα/ϲϯ
D,// ŵƵƚĂŶƚ ĐĞůů ůŝŶĞ ƐƵŐŐĞƐƚƐ ƚŚĂƚ Ͳǀ^'ϳ ďŝŶĚŝŶŐ ŝƐ ƐŽŵĞŚŽǁ ĂĨĨĞĐƚĞĚ ďǇ ƚŚŝƐ
ŵƵƚĂƚŝŽŶ͘/ŶĚĞĞĚ͕ĂůĞƐƐŽďƐƚƌƵĐƚŝǀĞŵƵƚĂƚŝŽŶ͕α/ϲϯ͕ƌĞƐƚŽƌĞĚǀ^'ϳƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ;&ŝŐ͘^ϯͿ͘

&ŝŐƵƌĞ^ϯ͗Ͳǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶŝƐĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐĞŶƐŝƚŝǀĞ͘
ͿĞůůƐƵƌĨĂĐĞƉƌŽĨŝůĞƐŽĨWĐĞůůůŝŶĞƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ,ZβĂŶĚƚŚĞ/ϲϯZαŵƵƚĂŶƚƐƚĂŝŶĞĚǁŝƚŚ
ƚŚĞ>ϮϰϯĂŶĚyϱŵď͘dŚĞD&/ĂƌĞƐŚŽǁŶ ŝŶƚŚĞůŽǁĞƌƌŝŐŚƚĐŽƌŶĞƌŽĨĞĂĐŚŚŝƐƚŽŐƌĂŵĂŶĚĂƌĞ
ĐŽůŽƌĞĚ ǁŝƚŚ ƌĞƐƉĞĐƚ ƚŽ ƚŚĞ ůĞŐĞŶĚ͘ ŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ z&W ƉƌŽƚĞŝŶ ǁĂƐ ƵƐĞĚ ƚŽ ŵŽŶŝƚŽƌ ƚŚĞ
ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶĞĨĨŝĐŝĞŶĐǇŽĨǀ^'ϳĂŶĚD&/ĂƌĞƐŚŽǁŶĂƐďĂƌŐƌĂƉŚƐďĞůŽǁŚŝƐƚŽŐƌĂŵƐ͘ͿĞůůůŝŶĞƐ
[[[YL



ĨƌŽŵǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚǀ^'ϳŽƌĂŵŽĐŬĐŽŶƚƌŽůďĞĨŽƌĞŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭĂŶĚ:ƵƌŬĂƚd
ĐĞůůƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ͘

/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ǁŚŝůĞZαϲϰZĂůůŽǁĞĚĂƐƚƌŽŶŐ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭ ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͕<ŵůƐϭϮ͘ϲ
ĨĂŝůĞĚƚŽƌĞƐƉŽŶĚ;&ŝŐ͘ϰĂŶĚ&Ϳ͘dŚŝƐƌĞƐƵůƚŝŶĚŝĐĂƚĞƐĂdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶĞĨĨĞĐƚƵŶƌĞůĂƚĞĚƚŽ
ǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐĂŶĚŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚŚĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƐƉĞĐŝĨŝĐZαͲdZĐŽŶƚĂĐƚƐĨŽƌĞĨĨŝĐŝĞŶƚd
ĐĞůůƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ͘/ŶůŝŶĞǁŝƚŚƚŚŝƐ͕ŝƚďĞĐĂŵĞĚŝĨĨŝĐƵůƚƚŽĞǀĂůƵĂƚĞǁŚĞƚŚĞƌƚŚĞĞĨĨĞĐƚŽĨZα
<ϲϳ ŽŶ ǀ^' ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŝƐ ĂĐƚƵĂůůǇ ůŝŶŬĞĚ ƚŽ ĂǁĞĂŬĞŶĞĚ ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ ďĞƚǁĞĞŶ ǀ^'
ĂŶĚZαŽƌƚŽĂdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶĚĞĨĞĐƚ͘/ŶĚĞĞĚ͕Zα<ϲϳŝƐĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚďǇĂůĂĐŬŽĨďŽƚŚ
>Ϯϰϯ ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ĂŶĚ ŝŶĞĨĨŝĐŝĞŶƚ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ , ƉĞƉƚŝĚĞ ƚŽ :ƵƌŬĂƚ ĐĞůůƐ͕ ŵĂŬŝŶŐ ďŽƚŚ
ŽƵƚĐŽŵĞƐ ƉůĂƵƐŝďůĞ ;&ŝŐ͘ Ϯ ĂŶĚͿ͘ ůƚŚŽƵŐŚǁĞĂŬ͕ ƚŚĞ ƐƚŝŵƵůĂƚŽƌǇ ƌĞƐƉŽŶƐĞ ŽďƐĞƌǀĞĚ
ĞǆĐůƵƐŝǀĞůǇǁŝƚŚƚŚĞ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭŚǇďƌŝĚŽŵĂƐƵŐŐĞƐƚƐƚŚĂƚdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŝƐĂĨĂĐƚŽƌ͘
dŚĞƐŽůǀĞŶƚĞǆƉŽƐĞĚZααͲŚĞůŝǆŝƐƵƐĞĚďǇ^ƚŽďƌŝĚŐĞdZƐ΀ϲϯ΁͘dŚĞĨĂĐƚƚŚĂƚ
ǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŝŵƉůŝĐĂƚĞƐZαͲdZ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞƐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ƚŽƉŽůŽŐǇ ŽĨ
ƚŚĞ ƚĞƌŶĂƌǇ ĐŽŵƉůĞǆ ŝƐĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ĨƌŽŵ ƚŚĞŽŶĞ ŝŶǀŽůǀŝŶŐ^͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ŽŶůǇ ƚŚĞZα
ŵƵƚĂŶƚ ϲϰZ ĐĞůů ůŝŶĞ ǁĂƐ ƵŶĂďůĞ ƚŽ ƐƵƉƉŽƌƚ ^ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ;&ŝŐ͘ ^ϰͿ͘ dŚĞ ŚŝŐŚůǇ
ĐŽŶƐĞƌǀĞĚϲϰ ŝƐ ďƵƌŝĞĚ ŝŶƐŝĚĞ ƚŚĞ ^ͲZα ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĂŶĚ ƚŚĞƌŐ ƐƵďƐƚŝƚƵƚĞ ŝƐ ůŝŬĞůǇ ƚŽ
ƐƚĞƌŝĐĂůůǇ ŚŝŶĚĞƌ ^ ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ͕ ƉƌŽďĂďůǇ ƌĞĨůĞĐƚŝŶŐ ƚŚĞ ĞĨĨĞĐƚ ŽĨ /ϲϯ ŽŶ ǀ^'ϳ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘KǀĞƌĂůů͕ŝƚŝƐĂƉƉĂƌĞŶƚƚŚĂƚƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵůĞĂĚŝŶŐƚŽdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨƚŚĞ
ǀ^'ͲD,//ĐŽŵƉůĞǆĞƐĚŝĨĨĞƌƐĨƌŽŵ^ĂŶĚĐĂŶŽŶŝĐĂůƉĞƉƚŝĚĞͲD,//ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶ͘





[[[YLL

&ŝŐƵƌĞ^ϰ͗ĨĨĞĐƚŽĨZϭαŵƵƚĂŶƚŽŶ^ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘
^ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƚŽ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂŽĨŵƵůƚŝƉůĞZαŵƵƚĂŶƚĐĞůůůŝŶĞƐ͘

ǀ^'ϳŵĞĚŝĂƚĞƐdZĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶƚŚƌŽƵŐŚĂĐŽŶƐĞƌǀĞĚdͲ'ͲyͲzŵŽƚŝĨ
dŚĞ ƐƉĞĐŝĨŝĐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ďĞƚǁĞĞŶ ƚŚĞ dZ ĂŶĚ ƚŚĞ D,// α ĐŚĂŝŶ ƐƵŐŐĞƐƚ ƚŚĞ
ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ ŽĨ ĐŽŶƐĞƌǀĞĚ ǀ^'ͲdZ ĐŽŶƚĂĐƚƐ͘ 'ŝǀĞŶ ƚŚĞ ŶƵŵĞƌŽƵƐ ƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞ sβƐ ĨŽƌ Ăůů
ǀ^'Ɛ͕ ŝƚ ŝƐƵŶůŝŬĞůǇ ƚŚĂƚƚŚĞdZ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ŝƐ ƐŽůĞůǇďĂƐĞĚŽŶ ƚŚĞƉŽůǇŵŽƌƉŚŝĐǀ^'Ͳ
ƚĞƌŵŝŶƵƐ ĂƐ ŝƚ ǁŽƵůĚ ƐĞǀĞƌĞůǇ ŝŵƉĞĚĞ ƚŚĞ ůŝŬĞůŝŚŽŽĚ ŽĨ Ă ĐŽŐŶĂƚĞ ƉĂƌƚŶĞƌƐŚŝƉ͘
/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ĂŶ ĂůŝŐŶŵĞŶƚ ŽĨDDds ^'Ɛ ĂŶĚDDds ^'ͲƌĞůĂƚĞĚ ĚŽŵĂŝŶ ĨƌŽŵ ŽƚŚĞƌ
ǀŝƌƵƐĞƐ;Ğ͘Ő͘ŚĞƌƉĞƐǀŝƌƵƐͿƌĞǀĞĂůĞĚĂĐŽŶƐĞƌǀĞĚdͲ'ͲyͲzŵŽƚŝĨ;&ŝŐ͘ϱͿ͕ůŽĐĂƚĞĚĂƚƌĞƐŝĚƵĞƐ
ϮϮϲͲϮϮϵŽĨͲǀ^'͘

[[[YLLL




&ŝŐƵƌĞϱ͗ĐŽŶƐĞƌǀĞĚd'yzŵŽƚŝĨŝƐĐĞŶƚƌĂůƚŽǀ^'ϳ͛ƐĂĐƚŝǀŝƚǇ͘
Ϳ ^ĞƋƵĞŶĐĞ ƐŝŵŝůĂƌŝƚǇ ĂŵŽŶŐ ϭϴDDds ǀ^' ƉƌŽƚĞŝŶƐ Žƌ ǀ^'ͲůŝŬĞ ĚŽŵĂŝŶƐ͘ dŚĞ ŚĞŝŐŚƚ ŽĨ Ă
ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌƉŽƐŝƚŝŽŶŝƐƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶĂůƚŽƚŚĞĨƌĞƋƵĞŶĐǇŽĨƚŚĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƌĞƐŝĚƵĞƚǇƉĞďĞƚǁĞĞŶƚŚĞ
ĂůŝŐŶĞĚƐĞƋƵĞŶĐĞƐĂŶĚƚŽƚŚĞƐĞƋƵĞŶĐĞŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶŝŶƚŚĞĂůŝŐŶŵĞŶƚĂŶĚŝƚƐŐŝǀĞŶďŝƚƐ΀ϭϭϮ΁͘dŚĞ
ƌĞƐŝĚƵĞŶƵŵďĞƌŝŶŐŝƐďĂƐĞĚŽŶƚŚĞǀ^'ϳƉƌŽƚĞŝŶ͕ŐĞŶĞďĂŶŬ/͗DϵϬϱϯϱ͘ϭ͘dŚĞůĞƚƚĞƌƐd͕'ĂŶĚz
ŽĨƚŚĞŵŽƚŝĨĂƌĞĐŽůŽƌĞĚĂůŝŐŚƚĞƌƐŚĂĚĞŽĨŐƌĞǇ͘Ϳ&ƵŶĐƚŝŽŶĂůĂƐƐĂǇŽĨƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ,Ğ>Ă
//dĐĞůůƐǁŝƚŚŵƵůƚŝƉůĞβĐŚĂŝŶƐĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞǀ^'ϳͲƌĞĂĐƚŝǀĞ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂ͘Ϳ>Ϯϰϯ
ĐĞůů ƐƵƌĨĂĐĞ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ƉƌŽĨŝůĞƐ ŽĨ Zα ƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇ ĐŽͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚ ǁŝƚŚ ĞŝƚŚĞƌ ƚŚĞ β^ Žƌ ƚŚĞ
zϮϮϵ&ŵƵƚĂŶƚ͘ͿZĂƚŝŽƐďĞƚǁĞĞŶZĂŶĚǀ^'D&/ǁĞƌĞƉůŽƚƚĞĚĨƌŽŵƚŚĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĂŶƚƐŝŶĂŶĚ
ƚŚĞĞƌƌŽƌďĂƌƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚƚŚĞƐƚĂŶĚĂƌĚĚĞǀŝĂƚŝŽŶƚŽƚŚĞŵĞĂŶŽĨƚŚƌĞĞŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͘

^ƵĐŚĂŵŽƚŝĨŚĂƐďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŽďĞĐƌƵĐŝĂůĨŽƌγͲĂŵŝŶŽďƵƚǇƌŝĐĂĐŝĚ;'ͿďŝŶĚŝŶŐ
ƚŽƚŚĞ'ƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶĚŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐĂŶĂůǇƐŝƐŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƚŚĂƚ'ďŝŶĚŝŶŐĚĞƉĞŶĚƐŽŶ
ƚŚĞƚŚƌĞŽŶŝŶĞĂŶĚƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞ΀ϲϰ΁͘ĂƐĞĚŽŶƚŚŝƐĨĂĐƚ͕ǁĞŵƵƚĂƚĞĚƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞϮϮϵƚŽĂ
WŚĞĂŶĚĂƐƐĞƐƐĞĚƚŚĞĂďŝůŝƚǇŽĨǀ^'ϳͲz&ƚŽƐƚŝŵƵůĂƚĞĚŝĨĨĞƌĞŶƚdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ͘&ŝŐƵƌĞ
ϱ ŝŶĚŝĐĂƚĞƐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ zϮϮϵ& ŵƵƚĂƚŝŽŶ ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ ĞŝƚŚĞƌ ŝŶ ĨƵůů ůĞŶŐƚŚ Žƌ ^ ǀ^'ϳ
ĂďƌŽŐĂƚĞĚƚŚĞĂĐƚŝǀŝƚǇ͘dŚĞd'yzŵŽƚŝĨĐŽƵůĚŝŵƉĂĐƚǀ^'ĂĐƚŝǀŝƚǇŝŶŵĂŶǇǁĂǇƐ͘KŶŽŶĞ
ŚĂŶĚ͕ ŝƚ ĐŽƵůĚ ƉĞƌƚƵƌď Ͳǀ^'ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽD,//Ɛ Žƌ ŝƚƐ ŽǀĞƌĂůů ƐƚƌƵĐƚƵƌĂů ŝŶƚĞŐƌŝƚǇ͘ ŽƚŚ
ƚŚĞƐĞ ŚǇƉŽƚŚĞƐĞƐ ĂƌĞ ƌĞĨƵƚĞĚ ďǇ ƚŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŵƵƚĂƚŝŽŶ ĚŝĚ ŶŽƚ ĂĨĨĞĐƚ ƐƵƌĨĂĐĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨD,//ƐŶŽƌǀ^'ϳ;&ŝŐ͘ϱĂŶĚͿ͘KŶƚŚĞŽƚŚĞƌŚĂŶĚ͕ƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞϮϮϵĐŽƵůĚ
ďĞ ŝŵƉůŝĐĂƚĞĚ ŝŶ ĚŝƌĞĐƚ dZ ĐŽŶƚĂĐƚ͘tĞ ĂƌŐƵĞ ĨŽƌ ƚŚŝƐ ĞǆƉůĂŶĂƚŝŽŶ ŐŝǀĞŶ ƚŚĂƚ ǀ^'ϳͲz&
ǁĂƐƵŶĂďůĞƚŽĂĐƚŝǀĂƚĞĂŶǇŽĨƚŚĞƚĞƐƚĞĚdĐĞůůƐďĞĂƌŝŶŐĞŝƚŚĞƌsβϲŽƌsβϴ͘ϭdZƐ;ĚĂƚĂŶŽƚ
ƐŚŽǁŶͿ͘ ^ƵƉƉŽƌƚŝŶŐ ƚŚŝƐŵĞĐŚĂŶŝƐŵ ŝƐ ƚŚĞ ƉƌĞƐĞŶĐĞ ŽĨ Ă ƐŝŵŝůĂƌ ŵŽƚŝĨ͕ >'Ez͕ ŽŶ Ă ^



[[[L[
ĐŽŶƚĂĐƚŝŶŐůŽŽƉƚŚĂƚŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚƚŚĞ,sϰƌĞŐŝŽŶŽĨƚŚĞdZβ͘ĐĐŽƌĚŝŶŐůǇ͕ŵƵƚĂƚŝŽŶŽĨ
ƚŚĞdǇƌŽŶ^ƉƌĞǀĞŶƚƐŝƚƐƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ΀ϲϱ͕ϲϲ΁͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ŝŐŐůĞŵĂŶŶĂŶĚĐŽǁŽƌŬĞƌƐ
ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ƚŚĞ ƌĞŐŝŽŶ ŽĨ Ͳǀ^' ďĞĂƌŝŶŐ ƚŚĞ d'yz ŵŽƚŝĨ ĂƐ ƉĂƌƚ ŽĨ ƚŚĞ dZͲŝŶƚĞƌĂĐƚŝŶŐ
ĚŽŵĂŝŶ ΀ϲϳ΁͘ dŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ƐƵŐŐĞƐƚ ƚŚĂƚ ŝŶ ĂĚĚŝƚŝŽŶ ƚŽ ŚŝŐŚůǇ ƉŽůǇŵŽƌƉŚŝĐ ƌĞŐŝŽŶƐ
ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌsβ ƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚŝĞƐ͕ǀ^'ďŝŶĚŝŶŐĂůƐŽ ƌĞůŝĞƐŽŶĐŽŶƐĞƌǀĞĚǀ^'ͲƐƉĞĐŝĨŝĐdZ
ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ͘

/^h^^/KE
dŚĞ ĚĂƚĂ ƉƌĞƐĞŶƚĞĚ ŚĞƌĞŝŶ ĚĞĨŝŶĞ ŚŽǁ ǀ^'ϳ ďƌŝĚŐĞƐD,// ƚŽ ƚŚĞ dZ͘ Ͳǀ^'
ďŝŶĚƐ ƚŚĞ D,// α ĐŚĂŝŶ ŝŶ Ă ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞ ŵĂŶŶĞƌ Ăƚ ƚŚĞ ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĨŽƌŵĞĚ
ďĞƚǁĞĞŶƚŚĞαͲŚĞůŝǆĂŶĚƚŚĞβͲƐŚĞĞƚƉůĂƚĨŽƌŵ͘tĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĂƚ͕ǁŚĞŶĐŽĞƌĐĞĚďǇ
ǀ^'͕ ƚŚĞ dZ ƌĞĐŽŐŶŝǌĞƐ ƚŚĞ D,// ŝŶ Ă ŶĞĂƌ ĐĂŶŽŶŝĐĂů ŵĂŶŶĞƌ͕ ǁŚŝĐŚ ĐŽŶƐƚŝƚƵƚĞƐ Ă
ƵŶŝƋƵĞ ƚŽƉŽůŽŐǇ ĂŵŽŶŐ ƚŚŽƐĞ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ĨŽƌ ^'Ɛ͘ EĞǆƚ͕ ŽƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ƐƵŐŐĞƐƚ
ƚŚĂƚŵĂƚƵƌŝŶŐEͲ ĂŶĚͲǀ^'ϳ ďŝŶĚ ƚŚĞD,//β ĂŶĚα ĐŚĂŝŶƐ͕ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͕ ŽŶ ĚŝƐƚŝŶĐƚ
D,//Ɛ͘ &ŝŶĂůůǇ͕ ǁĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ Ă ĐŽŶƐĞƌǀĞĚ ŵŽƚŝĨ ŝŶ DDds ǀ^'Ɛ͕ ƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞ ĨŽƌ dZ
ďŝŶĚŝŶŐŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚůǇŽĨƚŚĞdZsβƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ͘ĂƐĞĚŽŶŽƵƌƌĞƐƵůƚƐĂŶĚƚŚŽƐĞŽĨŽƚŚĞƌƐ͕
ǁĞƉƌŽƉŽƐĞĂŵŽĚĞů ŝŶǁŚŝĐŚ ƚŚĞEͲ ĂŶĚͲƚĞƌŵŝŶĂů ĚŽŵĂŝŶƐŽĨ Ă ƐŝŶŐůĞǀ^' ĐƌŽƐƐůŝŶŬ
ƚǁŽD,//ƐĂŶĚďƌŝĚŐĞŽŶůǇƐƉĞĐŝĨŝĐdZďĞĂƌŝŶŐsβĞůĞŵĞŶƚƐ ƚŚĂƚ ĐĂŶďĞ ƐŬĞǁĞĚĂƐ ƚŽ
ƌĞĐŽŐŶŝǌĞƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶŝŶƐƚĞĂĚŽĨƚŚĞĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ;&ŝŐ͘ϲͿ͘
[O




&ŝŐƵƌĞ ϲ ͗ DŽĚĞů ŽĨ ǀ^'ϳ ďŝŶĚŝŶŐ ƚŽD,// ĂŶĚ dZ ŝŶ ǁŚŝĐŚ ƚŚĞ ŵƵůƚŝƉůĞ ďŝŶĚŝŶŐ ƌĞŐŝŽŶƐ
ďĞƚǁĞĞŶǀ^'ϳ͕ďŽƚŚD,//ĐŚĂŝŶƐĂŶĚƚŚĞdZĂƌĞŚŝŐŚůŝŐŚƚĞĚ͘
dŚĞEͲǀ^'ĂŶĚͲǀ^'ŵŽŝĞƚŝĞƐƌĞŵĂŝŶŶŽŶͲĐŽǀĂůĞŶƚůǇĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚĂĨƚĞƌƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐĂŶĚ ůĞĂĚƚŽ
ƚŚĞĐƌŽƐƐͲůŝŶŬŝŶŐŽĨD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͘ŝŶĚŝŶŐŽĨͲǀ^'ϳ ƚŽƚŚĞD,//α ĐŚĂŝŶ ŝƐ ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚĂŶĚĂďƌŽŐĂƚĞĚďǇĂƉĞƉƚŝĚĞEͲƚĞƌŵŝŶĂůĞǆƚĞŶƐŝŽŶ͘dŚĞdZβZϯďŝŶĚƐƚŚĞD,//α
ĐŚĂŝŶƐƉĞĐŝĨŝĐĂůůǇ ŝŶƐƚĞĂĚŽĨ ƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞǁŚĞƌĞĂƐǀ^'ďŝŶĚƐƚŚĞ&ZϯĂŶĚ,sϰƌĞŐŝŽŶŽĨ ƚŚĞsβ͘
dŚĞĞǆĂĐƚŶĂƚƵƌĞŽĨsαďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞD,//βƌĞŵĂŝŶƐƚŽďĞĨƵůůǇĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚ΀ϭϭϭ΁͘

Ͳǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞD,//αĐŚĂŝŶŝƐŝŶĨůƵĞŶĐĞĚďǇƚŚĞĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ
WƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨ ǀ^'ϳ ƌĞƋƵŝƌĞƐ ƚŚĂƚ D,//Ɛ ďĞ ĨŝůůĞĚ ǁŝƚŚ Ă ĚŝǀĞƌƐĞ ƉĞƉƚŝĚĞ
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ ΀ϭϰ͕ϯϭ͕ϯϲ΁͘ ,ĞƌĞ͕ ǁĞ ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ ƚŚĂƚ Ă ƐŝŶŐůĞ ƉĞƉƚŝĚĞ ƐƵƉƉŽƌƚƐ ǀ^'ϳ
ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ƚŚĞD,//ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞŵƵƐƚŵĞĞƚĐĞƌƚĂŝŶĐƌŝƚĞƌŝĂŝŶŽƌĚĞƌ
ƚŽďĞƉĂƌƚŽĨĂƉĞƌŵŝƐƐŝǀĞƉD,//͘ǇĐŽŵƉĂƌŝŶŐĐĞůůůŝŶĞƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐĞŝƚŚĞƌĐ>/WͲZϭŽƌ
ů>/WͲZϭ͕ ǁĞ ƐŚŽǁĞĚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ >/WϴϭͲϴϲ W&Z ŝŶŚŝďŝƚƐ ǀ^' ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ;&ŝŐ͘ ϭͿ͘
/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ŝƚǁĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇĚĞƐĐƌŝďĞĚ ƚŚĂƚ>/WEͲƚĞƌŵŝŶĂůĞǆƚĞŶƐŝŽŶƐĂůƐŽ ŝŶƚĞƌĨĞƌĞĚ



[OL
ǁŝƚŚ^ďŝŶĚŝŶŐƚŽD,//΀ϰϵ΁͘ĂƐĞĚŽŶƚŚĞĐƌǇƐƚĂůƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐŽĨ>/WͲZϯĂŶĚ>/WͲ/Ͳď͕
ƚŚĞ >/WϴϭͲϴϲ EͲƚĞƌŵŝŶĂů ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ ŝƐ ĚŝƐŽƌĚĞƌĞĚ ƚŚƵƐ ĨĂŝůŝŶŐ ƚŽ ĚŝƐĐĞƌŶ ǁŚĞƚŚĞƌ ŝƚ
ƉƌĞǀĞŶƚƐ ǀ^' ďŝŶĚŝŶŐ ďǇ ƐƚĞƌŝĐ ŚŝŶĚƌĂŶĐĞ͕ ĞůĞĐƚƌŽƐƚĂƚŝĐ ƌĞƉƵůƐŝŽŶ Žƌ ŝĨ ƚŚŝƐ ĞĨĨĞĐƚ ŝƐ Ă
ŚĂůůŵĂƌŬ ŽĨ ƚŚĞ >/WϴϭͲϴϲ ƐĞƋƵĞŶĐĞ ΀Ϯϱ͕ϲϴ΁͘ &ƵƚƵƌĞ ƐƚƵĚŝĞƐ ǁŝůů ĂĚĚƌĞƐƐ ƚŚŝƐ ŝƐƐƵĞ ďǇ
ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌŝŶŐ ƚŚĞ ŝŵƉĂĐƚ ŽĨ EͲƚĞƌŵŝŶĂů ĞǆƚĞŶƐŝŽŶƐ ŽŶ ǀĂƌŝŽƵƐ ƉĞƉƚŝĚĞƐ͘ EĞǀĞƌƚŚĞůĞƐƐ͕
ŬŶŽǁŝŶŐƚŚĞƉƌŽĨŽƵŶĚĞĨĨĞĐƚŽĨW&ZƐŽŶĐĂŶŽŶŝĐĂůĂŶĚd^^dͲϭdĐĞůůƌĞƐƉŽŶƐĞƐ΀ϯϳ͕ϲϵ͕ϳϬ΁͕
ĂŶĚƚŚĂƚDĨĂǀŽƌƐƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨƉĞƉƚŝĚĞƐƚŚĂƚƚŝŐŚƚůǇĨŝƚƚŚĞŐƌŽŽǀĞ͕ŽƵƌĨŝŶĚŝŶŐƐƉŽŝŶƚƚŽ
EͲƚĞƌŵŝŶĂůƉĞƉƚŝĚĞƚƌŝŵŵŝŶŐĂƐĂŵĂũŽƌĚĞƚĞƌŵŝŶĂŶƚĨŽƌǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ΀Ϯϳ͕ϳϭ΁͘dŚĞƐĞ
ƌĞƐƵůƚƐ ĞǆƉůĂŝŶ ǁŚǇ DͲĚĞĨŝĐŝĞŶƚ ĐĞůůƐ͕ ĞŝƚŚĞƌ ŵƵƌŝŶĞ Žƌ ŚƵŵĂŶ͕ ĂƌĞ ƵŶĂďůĞ ƚŽ ƉƌĞƐĞŶƚ
ǀ^'ϳĂƐ ƚŚĞǇ ĂƌĞƉƌĞĚŽŵŝŶĂŶƚůǇ ĐŚĂƌŐĞĚǁŝƚŚ>/WƉĞƉƚŝĚĞďĞĂƌŝŶŐ ĂϰͲϲ ĂĂĞǆƚĞŶƐŝŽŶ
΀ϰϯ͕ϰϰ͕ϳϮ΁͘/ƚǁĂƐƌĞƉŽƌƚĞĚďǇ,ƐƵĞƚĂů͘ƚŚĂƚĂDͲŶĞŐĂƚŝǀĞĐĞůůůŝŶĞǁĂƐĂďůĞƚŽƉƌĞƐĞŶƚ
ǀ^'ϳ΀ϯϯ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ĂƐŽƉƉŽƐĞĚƚŽdϮĐĞůůƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐĂƐŝŶŐůĞD,//;ZϯͿŽƌŽƵƌW
ĐĞůů ůŝŶĞƐ ;ZϭͿ͕ ƚŚĞƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞǀĂƌŝŽƵƐĂůůĞůĞƐŽĨZ͕YŽƌWƚŚĂƚĂƌĞďŽƵŶĚƚŽ
>/WĂƚƐƚĞĂĚǇƐƚĂƚĞŽƌǁŚŝĐŚĨŽƌŵŽĨ>/WŝƐďŽƵŶĚŝƐƵŶĐůĞĂƌŝŶƚŚĞDͲŵŽĚĞů͘

/ƚ ŝƐƵŶĐůĞĂƌǁŚĞƚŚĞƌƚŚĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƌĞƉŽƌƚĞĚŶĞĞĚĨŽƌƉĞƉƚŝĚĞĚŝǀĞƌƐŝƚǇƌĞĨůĞĐƚƐĂ
ĚŝƌĞĐƚ ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ͛Ɛ ƐĞƋƵĞŶĐĞ ƚŽ ƉĂƌƚ ŽĨ ƚŚĞ ǀ^' ďŝŶĚŝŶŐ ƐŝƚĞ͕ Žƌ ĂŶ
ŝŶĚŝƌĞĐƚŶĞŐĂƚŝǀĞĞĨĨĞĐƚĞĐŚŽĞĚŝŶƚŚĞD,//ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͘dŚĞĨŝŶĚŝŶŐƐƉƌĞƐĞŶƚĞĚŚĞƌĞŝŶ
ƐƵƉƉŽƌƚ ƚŚĞ ůĂƚƚĞƌŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐ͘ /ƚ ŝƐ ƵŶůŝŬĞůǇ ƚŚĂƚ ǀ^'ϳ ŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚ ƚŚĞD,// ďŽƵŶĚͲ
ƉĞƉƚŝĚĞ͛ƐƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐďĞĐĂƵƐĞƐĞǀĞƌĞĐŚĂŶŐĞƐŝŶĐŚĂƌŐĞŽƌƐŝǌĞďĞƚǁĞĞŶƚŚŽƐĞ
ŽĨ,͕ddĂŶĚ>/WĚŝĚŶŽƚĂĨĨĞĐƚƚŚĞŝƌĂďŝůŝƚǇƚŽĂĐƚŝǀĂƚĞsβϲĂŶĚsβϴ͘ϭďĞĂƌŝŶŐdĐĞůůƐ;&ŝŐ͘
ϭĂŶĚ^ϱͿ͘tŚŝůĞǁĞĚŝĚŶŽƚĐŽŶĚƵĐƚĂƚŚŽƌŽƵŐŚƐĂƚƵƌĂƚŝŽŶŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐŽĨƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞƐ͕
ŽƵƌ ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ ŽĨ ZαͲdZ ĐŽŶƚĂĐƚƐ ƉŽƌƚƌĂǇƐ Ă ƐĞƚƚŝŶŐ ŝŶ ǁŚŝĐŚ ǀ^'ϳͲƉĞƉƚŝĚĞ
ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐĂƌĞŝŵƉƌŽďĂďůĞ;ƐĞĞďĞůŽǁͿ͘
[OLL




&ŝŐƵƌĞ^ϱ͗WĞƉƚŝĚĞƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐĚŽŶŽƚĂĨĨĞĐƚǀ^'ϳƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘
dƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚĐĞůůůŝŶĞƐĨƌŽŵ&ŝŐ͘ϭ&ǁĞƌĞƵƐĞĚĂƐWƐƚŽƐƚŝŵƵůĂƚĞsβϴ͘ϭнďĞĂƌŝŶŐdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂ
<Zϯн͘

KƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ƐƵŐŐĞƐƚ ƚŚĂƚ Ͳǀ^'ϳ ďŝŶĚƐ ƚŽ ƚŚĞ ůĂƚĞƌĂů ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĨŽƌŵĞĚ ďǇ ƚŚĞ
ƐŽůǀĞŶƚͲĞǆƉŽƐĞĚ Zα αͲŚĞůŝǆͬβͲƐŚĞĞƚ ũƵŶĐƚŝŽŶ ;&ŝŐ͘ ϰͿ͕ ĂŶ ĂƌĞĂ ŚŝŐŚůǇ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ ƚŽ
ƉĞƉƚŝĚĞͲŝŶĚƵĐĞĚĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐ ΀ϳϯ΁͘dŚĂƚ,ͲZϭα/ϲϯ͕ďƵƚŶŽƚ,ͲZϭα/ϲϯ
ƌĞĚƵĐĞĚ >Ϯϰϯ ŵď ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ĂŶĚ ƌĞĚƵĐĞĚ ǀ^'ϳ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĐĂƉĂďŝůŝƚŝĞƐ ƉŽŝŶƚ ƚŽ ĂŶ
D,// ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ĚĞĨĞĐƚ ;&ŝŐ͘ ϰͲ ĂŶĚ ^ϯͿ͘ /ƚ ǁĂƐ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ƌĞƉŽƌƚĞĚ ƚŚĂƚ ŵŝĐĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ αͲďŽƵŶĚ /Ͳď ĂƐ ƚŚĞ ƐŽůĞ ƉD,// ǁĞƌĞ ƵŶĂďůĞ ƚŽ ŵŽƵŶƚ ǀ^'ϳ ƐƉĞĐŝĨŝĐ
ƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͕ ƐƵƉƉŽƌƚŝŶŐ ƚŚĞ ĐŽŶĐůƵƐŝŽŶ ƚŚĂƚ Ă ĚŝǀĞƌƐĞ D,// ƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ ǁĂƐ
ƌĞƋƵŝƌĞĚ ΀ϯϲ΁͘ /Ŷ ůŝŐŚƚ ŽĨ ŽƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ͕ ǁĞ ĐĂŶ ƐƉĞĐƵůĂƚĞ ĂƐ ƚŽǁŚǇ ƚŚŝƐ ƉD,// ĨĂŝůĞĚ ƚŽ
ƉƌĞƐĞŶƚǀ^'͘dŚĞα;ϱϮͲϲϴͿƉĞƉƚŝĚĞďĞĂƌƐŶŽEͲƚĞƌŵŝŶĂůW&ZƐĂŶĚƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂůůŝŶŬĞƌ
ďĞƚǁĞĞŶƚŚĞƉĞƉƚŝĚĞĂŶĚƚŚĞD,//βĐŚĂŝŶĚŽĞƐŶŽƚŝŶĨůƵĞŶĐĞǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘dŚƵƐ͕
ĂƐ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ƉƌĞƐĞŶƚĞĚ ďǇ ƚŚĞ ĂƵƚŚŽƌƐ͕ ƚŚĞ ŝŶĂďŝůŝƚǇ ŽĨ αͲ/Ͳď ƚŽ ƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇ ƉƌĞƐĞŶƚ
ǀ^'ŵƵƐƚ ďĞ ĚƵĞ ƚŽ ŝƚƐ ŝŶƚƌŝŶƐŝĐ ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ΀ϯϲ΁͘ /ŶĚĞĞĚ͕ǁŚĞƌĞĂƐ ƚŚĞ ϮϱͲϵͲϭϳŵď
ďŝŶĚƐĂƉĂŶĞůŽĨƉĞƉƚŝĚĞͲďŽƵŶĚ/Ͳď͕αͲ/ͲďǁĂƐŶŽƚƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚ΀ϳϰ͕ϳϱ΁͘KŶĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇŝƐ
ƚŚĂƚǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐŝƐĂĨĨĞĐƚĞĚďǇƚŚĞα&ϮϰƌĞƐŝĚƵĞ͕ƌĞƉŽƌƚĞĚƚŽďĞƉƵƐŚĞĚŽƵƚǁĂƌĚďǇƚŚĞ
ďƵůŬǇƉϭͲĨŝůůŝŶŐWŚĞŽĨα͕ĂƚƚŚĞͲǀ^'ϳďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞ΀ϳϲ΁͘tŚŝůĞǁĞĚŝĚŶŽƚŽďƐĞƌǀĞĂŶ
ĞĨĨĞĐƚ ŽĨ Ă zͲ ƐƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ Ăƚ ƚŚĞ Ɖϭ , ƌĞƐŝĚƵĞ ;&ŝŐ͘ ^ϲͿ͕ ŝƚ ǁŽƵůĚ ďĞ ŝŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐ ƚŽ
ĚĞƚĞƌŵŝŶĞ ŝĨ Ă ďƵůŬŝĞƌ ĂĂ ;Ğ͘Ő͘ dƌƉͿ ƐƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶ ǁŽƵůĚ ƌĞĚƵĐĞ ǀ^'ϳ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ



[OLLL
ĂĐĐŽƌĚŝŶŐůǇ͘ ůƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞ ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶĚŝĐĂƚĞ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĨŽƌŵĞĚŽŶ ƚŚĞZααͲ
ŚĞůŝǆͬβͲƐŚĞĞƚ ũƵŶĐƚŝŽŶ ŝƐ ƉĂƌĂŵŽƵŶƚ ĨŽƌ ǀ^'ϳ ďŝŶĚŝŶŐ ĂŶĚ ƚŚĂƚ ŝƚƐ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŝƐ
ǀƵůŶĞƌĂďůĞƚŽďŽƚŚƉĞƉƚŝĚĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐĂŶĚEͲƚĞƌŵŝŶĂůW&ZƐ͘

&ŝŐƵƌĞ^ϲ͗^ŵĂůůƉĞƉƚŝĚĞĂŶĐŚŽƌƌĞƐŝĚƵĞƐƵďƐƚŝƚƵƚŝŽŶĂƚƉϭĚŽĞƐŶŽƚĂĨĨĞĐƚǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͘
WĐĞůů ůŝŶĞƐĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐZα ĂŶĚ,β Žƌ,ƉϭβŵƵƚĂŶƚzͲǁĞƌĞ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚ ǀ^'ϳŽƌ Ă
ŵŽĐŬĐŽŶƚƌŽůƉƌŝŽƌƚŽdĐĞůůƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƚŽƚŚĞsβϲĂŶĚsβϴ͘ϭďĞĂƌŝŶŐ<ŵůƐϭϯ͘ϭϭŽƌ<ZϯнdĐĞůů
ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ͕ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͘dŚĞ,ƉϭβŵƵƚĂŶƚĞŶĐŽĚĞƐĂ,ƉĞƉƚŝĚĞǁŝƚŚƚŚĞdǇƌWϭĂŶĐŚŽƌƌĞƐŝĚƵĞ
ŵƵƚĂƚĞĚĨŽƌĂŶůĂ͘

dZĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚďǇǀ^'ϳŝƐƵŶŝƋƵĞĂŵŽŶŐ^'Ɛ
DŽƐƚŽĨ ƚŚĞ^'ͲŵĞĚŝĂƚĞĚdĐĞůůƐŝŐŶĂůŝŶŐĐŽŵƉůĞǆĞƐŽƵƚůŝŶĞĂ ƚǇƉŝĐĂů ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ
ďĞƚǁĞĞŶƚŚĞdZsβĂŶĚƚŚĞ^'͕ǁŚĞƌĞƚŚĞsαƐŽŵĞƚŝŵĞƐƉĂƌƚŝĐŝƉĂƚĞƐŝŶD,//βĐŚĂŝŶ
ďŝŶĚŝŶŐ΀ϰ͕ϳϳ͕ϳϴ΁͘ŽŶƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕sβͲD,//αĐŚĂŝŶĐŽŶƚĂĐƚƐĂƌĞƐƚĞƌŝĐĂůůǇƉƌĞĐůƵĚĞĚďǇƚŚĞ
ďŽƵŶĚ ďĂĐƚĞƌŝĂů ^'Ɛ ;ď^'ƐͿ͘ 'ŝǀĞŶ ƚŚĞ ůĂĐŬ ŽĨ ĂŶDDds ǀ^' ĐƌǇƐƚĂů ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͕ ŝƚ ŝƐ
ĐŚĂůůĞŶŐŝŶŐ ƚŽƉƌĞĚŝĐƚŚŽǁǀ^'Ɛ ĨŽƌĐĞD,//ͲdZ ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ͘WƌĞǀŝŽƵƐĂŶĂůǇƐĞƐŽĨ ƚŚĞ
ƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨŵĂƚƵƌĞƉĞƌŝƉŚĞƌĂůdĐĞůůƐĂŐĂŝŶƐƚǀ^'ƐŚĂǀĞĐůĞĂƌůǇĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚƚŚĂƚŶŽŶͲsβ
ĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐŽĨ ƚŚĞdZĂƌĞ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ƚŚĞƉD,//Ͳǀ^'ϳĐŽŵƉůĞǆ ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶ ΀ϳϵʹϴϮ΁͘
dŚĞsαĐŚĂŝŶǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽďĞĂŶŝŵƉŽƌƚĂŶƚƉĂƌƚŽĨƚŚĞĐŽŵƉůĞǆĂŶĚĂƐŬĞǁĞĚƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞ
ŝŶ ƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ ĐĞůůƐ ŚĂƐ ďĞĞŶ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ΀ϴϯ͕ϴϰ΁͘tŝƚŚŝŶ Ă ŐŝǀĞŶsα ĨĂŵŝůǇ͕ ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇǁĂƐ
ƐĞĞŶ ǁŝƚŚ ŽŶůǇ ĐĞƌƚĂŝŶ sβ ƐƵďĨĂŵŝůǇ ŵĞŵďĞƌƐ ΀ϴϰ͕ϴϱ΁͘ dŚƵƐ͕ ƚŚĞ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ŝŶ ƚŚĞ Z
ƌĞŐŝŽŶƐ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇZϯ͕ĂƌĞůŝŬĞůǇƚŽĂĨĨĞĐƚƚŚĞĐĂƉĂĐŝƚǇŽĨƚŚĞƐĞdZƐƚŽďŝŶĚƚŚĞD,//Ɛ
[OLY



ĂŶĚ ŵŝŐŚƚ ďĞ Ăƚ ƚŚĞ ŽƌŝŐŝŶ ŽĨ ŵĂŶǇ ŽĨ ƚŚĞ ƌĞƉŽƌƚĞĚ ĐĂƐĞƐ ŽĨ D,// ĂůůĞůŝĐͬŝƐŽƚǇƉĞ
ƌĞƐƚƌŝĐƚŝŽŶ΀ϰϳ͕ϴϰ͕ϴϲ͕ϴϳ΁͘
ĂƐĞĚ ŽŶ ƚŚĞƐĞ ĨĂĐƚƐ ĂŶĚ ŽƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŶŐ ƚŚĂƚ Zα ϲϰZ ĂŶĚ <ϲϳ
ŵƵƚĂŶƚ ĐĞůů ůŝŶĞƐĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂůůǇ ƐƚŝŵƵůĂƚĞĚĚŝƐƚŝŶĐƚŚǇďƌŝĚŽŵĂƐďĞĂƌŝŶŐ ƚŚĞ ƐĂŵĞsβ͕ ŝƚ ŝƐ
ĐůĞĂƌƚŚĂƚƚŚĞdZͲD,//ĐŽŶƚĂĐƚƐĂƌĞŝŵƉĞƌĂƚŝǀĞƚŽǀ^'ϳƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶ;&ŝŐ͘ϰͲ&Ϳ͘
DŽƌĞŽǀĞƌ͕ ƚŚĞƐĞ ĨŝŶĚŝŶŐƐŚŝŐŚůŝŐŚƚĚŝƌĞĐƚD,//α ĐŚĂŝŶͲdZβ ĐŽŶƚĂĐƚƐ ĂŶĚǁŽƵůĚ ŝŵƉůǇ
ƚŚĂƚ ǀ^'ϳͲŵĞĚŝĂƚĞĚ dZ ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ ƌĞƐĞŵďůĞƐ ƚŚĂƚ ŽĨ ĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂů ƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ ĂƐ
ŚǇƉŽƚŚĞƐŝǌĞĚ ďǇ ƚŚĞDĂƌƌĂĐŬ ĂŶĚ <ĂƉƉůĞƌ ŐƌŽƵƉ ĨŽůůŽǁŝŶŐ ƚŚĞŝƌ ĚŝƐĐŽǀĞƌǇ ƚŚĂƚ ƚŚĞ dZ
βdϮϰzŵƵƚĂŶƚĂďƌŽŐĂƚĞĚďŽƚŚĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂůŐĂŶĚǀ^'ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ΀ϭϱ͕ϴϴ΁͘ůŽŶŐƚŚĞ
ƐĂŵĞ ůŝŶĞƐ͕ ŽƵƌ D,// α ϲϰ ĂŶĚ ϲϳ ŵƵƚĂŶƚƐ ǁĞƌĞ ĂůƐŽ ƵŶĂďůĞ ƚŽ ƚƌŝŐŐĞƌ ,ͲƐƉĞĐŝĨŝĐ
ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ŽĨ :ƵƌŬĂƚ ĐĞůůƐ ;&ŝŐ͘ ϰͿ͘ ĂƐĞĚ ŽŶ ƚŚĞ ĐƌǇƐƚĂů ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ŽĨ,ͲZϭͲ,ϭ͘ϳdZ͕
ZαϲϰĂŶĚ<ϲϳĂƌĞďŽƵŶĚ ƚŽ ƚŚĞZϮβϱϭ ΀ϱϮ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ŽŶĞŵƵƐƚďĞĐĂƵƚŝŽƵƐ ŝŶ
ƵŶŝĨǇŝŶŐƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐ͘/ŶĚĞĞĚ͕ĂƐǁĞŚĂǀĞƐŚŽǁŶǁŝƚŚŽƵƌŵĂŶǇĚŝĨĨĞƌĞŶƚƉĞƉƚŝĚĞͲD,//
ĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶƐ͕ ƚŚĞ ƉĞƉƚŝĚĞ͛Ɛ ƉƌŽƚƌƵĚŝŶŐ ƐŝĚĞ ĐŚĂŝŶ ĚŝĚ ŶŽƚ ĂĨĨĞĐƚ ǀ^' ƌĞƐƉŽŶƐĞ ďǇ ƚŚĞ
ƚĞƐƚĞĚ ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ͕ ĂƐ ǁŽƵůĚ ďĞ ĞǆƉĞĐƚĞĚ ŝŶ Ă ƚƌĂĚŝƚŝŽŶĂů ƉD,//ͲdZ ƐĞƚƚŝŶŐ ;&ŝŐ͘ ϭͿ͘
&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ŵƵƚĂƚŝŽŶƐĂƚƌĞƐŝĚƵĞαϲϱĂŶĚαϲϴ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞĂůƐŽŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶdZďŝŶĚŝŶŐ
΀ϱϮ΁͕ŚĂĚŶŽĞĨĨĞĐƚŽŶ ƚŚĞĂďŝůŝƚǇŽĨD,//Ɛ ƚŽƉƌĞƐĞŶƚ ǀ^'ϳ ;&ŝŐ͘ϰĂŶĚͿ͘dŚƵƐ͕ ŝƚ ŝƐ
ĨŝƚƚŝŶŐ ƚŽ ƉŝĐƚƵƌĞ Ă ŶĞĂƌ ĐĂŶŽŶŝĐĂů ĚŽĐŬŝŶŐ ďĞƚǁĞĞŶD,// ĂŶĚ dZ ƚŚĂƚ ŝƐ ĐŽĞƌĐĞĚ ďǇ
ǀ^'͘ ^ƵĐŚ ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ ĂůůŽǁƐ ĞƐĐŚĞǁŝŶŐ ŽĨ ƚƌĂĚŝƚŝŽŶĂů Zϭͬϯ ďŝŶĚŝŶŐ ǁŝƚŚ ƚŚĞ
ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶ ĨĂǀŽƌ ŽĨ D,// ĐŚĂŝŶ ďŝŶĚŝŶŐ ĂƐ ƉƌŽƉŽƐĞĚ ďǇ EŐƵǇĞŶ Ğƚ Ăů͘ ΀ϴϵ΁͘
dŚĞƐĞsαͲD,//βĂŶĚsβͲD,//αĐŽŶƚĂĐƚƐƌĞŵĂŝŶƚŽďĞǀĞƌŝĨŝĞĚďŝŽĐŚĞŵŝĐĂůůǇ΀ϵϬ΁͘
 ůĂƌŐĞ ďŽĚǇ ŽĨ ůŝƚĞƌĂƚƵƌĞ ƐƵŐŐĞƐƚƐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ β ĐŚĂŝŶ ũƵŶĐƚŝŽŶĂů ƌĞŐŝŽŶ ĐŽƵůĚ
ŝŶĨůƵĞŶĐĞdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨǀ^'Ɛ΀ϴϬ͕ϵϭʹϵϯ΁͘ƐƉĞĐŝĂůůǇƌĞůĞǀĂŶƚǁĂƐƚŚĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŽŶ
ďǇ ŵĂŶǇ ŐƌŽƵƉƐ ƚŚĂƚ sβϲ ƚŚǇŵŝĐ ĚĞůĞƚŝŽŶ ŝƐ ŝŶĐŽŵƉůĞƚĞ ŝŶ ǀ^'ϳн ŵŝĐĞ ĂŶĚ ƚŚĂƚ sβ
ũƵŶĐƚŝŽŶĂůĚŝǀĞƌƐŝƚǇƌĞŐƵůĂƚĞƐǀ^'ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ΀ϵϯ͕ϵϰ΁͘ƚĨŝƌƐƚŐůĂŶĐĞ͕ƚŚĞŶĞĞĚĨŽƌĂĚŝǀĞƌƐĞ
ƉĞƉƚŝĚĞƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞĂŶĚ ƚŚĞ ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨsβ ũƵŶĐƚŝŽŶĂůĚŝǀĞƌƐŝƚǇŵĂǇ ƐĞĞŵƉĂƌĂĚŽǆŝĐĂů͘



[OY
ƐŵĂŶǇƉĞƉƚŝĚĞƐƐƵƉƉŽƌƚǀ^'ďŝŶĚŝŶŐ͕ǁĞĚŽŶŽƚĞǆƉĞĐƚƐŬĞǁŝŶŐŝŶZϯ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ŽƵƌ
ƌĞƐƵůƚƐƉŽŝŶƚƚŽƚŚĞĞǆŝƐƚĞŶĐĞŽĨŶŽŶͲƉĞƌŵŝƐƐŝǀĞƉĞƉƚŝĚĞƐƌĞŐƵůĂƚŝŶŐǀ^'ďŝŶĚŝŶŐĂŶĚƚŽ
ƵŶĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂůŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐďĞƚǁĞĞŶD,//ĂŶĚdZ͘/ŶŽƌĚĞƌǁŽƌĚƐ͕ƚŚĞƌĞŵĂǇďĞĞǆƚƌĂ
ƉƌĞƐƐƵƌĞ ŽŶ ZϯƐ ƚŽ ŚĂǀĞ ŵŽƌĞ ŝŶƚŝŵĂƚĞ ĐŽŶƚĂĐƚƐ ǁŝƚŚ ƚŚĞD,// ĐŚĂŝŶƐ ƚŚĂŶ ĚƵƌŝŶŐ
ĐĂŶŽŶŝĐĂů ƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶ͘ /ŶĚĞĞĚ͕ ƚŚǇŵŝĐ ƉŽƐŝƚŝǀĞ ƐĞůĞĐƚŝŽŶ ĚŽĞƐ ŶŽƚ ĚŝƌĞĐƚůǇ
ŝŶĨůƵĞŶĐĞ ƚŚĞ ĨŝŶĞ ƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ ŽĨ d ĐĞůůƐ ƚŽǁĂƌĚ D,// ĂŶĚ ŝƚ ŚĂƐ ďĞĞŶ ƐƵŐŐĞƐƚĞĚ ƚŚĂƚ
dZͬD,// ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ƚĂŬŝŶŐ ƉůĂĐĞ ĚƵƌŝŶŐ ǀ^' ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĂƌĞ ƵŶĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂů ĂŶĚ
ůŝŶŬĞĚƚŽdZƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨŚĂƉůŽƚǇƉĞͲƐƉĞĐŝĨŝĐD,//ƌĞƐŝĚƵĞƐ΀ϴϬ͕ϴϵ΁͘dŚŝƐŝƐŝŶůŝŶĞǁŝƚŚ
ƚŚĞƌĞĐĞŶƚĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŽŶďǇ<ŝůŐĂŶŶŽŶĞƚĂů͘ƚŚĂƚƚŚƌĞĞŽƵƚŽĨĞŝŐŚƚsβϲнdĐĞůůƐ͕ĂůƚŚŽƵŐŚ
ĂůůƐƉĞĐŝĨŝĐĨŽƌƚŚĞƐĂŵĞƉD,//;<ϱͲ/ĚͿ͕ĚŝĚŶŽƚƌĞƐƉŽŶĚƚŽǀ^'ϳ΀ϵϰ΁͘
ƌĞĐĞŶƚƌĞƉŽƌƚďǇ^ƚĂĚŝŶƐŬŝĞƚĂů͘ƐƚƌĞƐƐĞƐƚŚĞĨĂĐƚ ƚŚĂƚdZƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇ ĨŽƌƉD,
ůŝŐĂŶĚƐŝƐŶŽƚĚƌŝǀĞŶďǇŐĞƌŵůŝŶĞͲĞŶĐŽĚĞĚƉĂŝƌǁŝƐĞŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ͘EŽƚĂďůǇ͕ƚŚĞǇĚĞƐĐƌŝďĞĚĂ
ƐŝŶŐůĞdZsβƵƐŝŶŐĂůƚĞƌŶĂƚĞƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐƚŽďŝŶĚƉD,ǁŚĞŶƉĂŝƌĞĚǁŝƚŚĚŝĨĨĞƌĞŶƚsα΀ϵϱ΁͘
dŚĞĂƵƚŚŽƌƐĂƌŐƵĞƚŚĂƚƐŝŶĐĞZϭĂŶĚZϮůŽŽƉƐŚĂǀĞƚŚĞĨůĞǆŝďŝůŝƚǇƚŽďŝŶĚƚŚĞŝƌůŝŐĂŶĚƐ
ŝŶ ŵĂŶǇ ǁĂǇƐ͕ ƚŚŝƐ ĐŽƵůĚ ŶŽƚ Ĩŝƚ Ă ƉĂŝƌǁŝƐĞ ĐŽͲĞǀŽůƵƚŝŽŶ ŵŽĚĞů͘ ĐĐŽƌĚŝŶŐůǇ͕ ŝƚ
ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ ƚŚĂƚ ƚŚĞ Zϯ ůŽŽƉƐ ĐĂŶ ŵĂƌŬĞĚůǇ ĂůƚĞƌ ƚŚŽƐĞ ĞǀŽůƵƚŝŽŶĂƌŝůǇ ƐĞůĞĐƚĞĚ
ĐŽŶƚĂĐƚƐ ΀ϵϲ΁͘ ĂŶŽŶŝĐĂů ZͲƉD,// ĐŽŶƚĂĐƚƐ ĐĂŶ ĚŝĨĨĞƌ ƵŶĚĞƌ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ƉƌĞƐƐƵƌĞƐ͕
ƐƵƉƉŽƌƚŝŶŐĂŵŽĚĞůŝŶǁŚŝĐŚǀ^'ĞŶĨŽƌĐĞƐƐƵĐŚƵŶĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂůĚŽĐŬŝŶŐ͘

ǀ^'ϳŵŽŝĞƚŝĞƐďŝŶĚĚŝƐƚŝŶĐƚD,//Ɛ
'ŝǀĞŶƚŚĂƚǀ^'ϳEͲĂŶĚͲƚĞƌŵŝŶĂůŵŽŝĞƚŝĞƐďŝŶĚƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇƚŚĞD,//βϭĂŶĚ
αϭĚŽŵĂŝŶƐ͕ŽŶĞŵƵƐƚ ĂƐŬŚŽǁƐƵĐŚďŝŶĚŝŶŐ ŝƐƉŽƐƐŝďůĞǁŚŝůĞ ƌĞŵĂŝŶŝŶŐŶŽŶͲĐŽǀĂůĞŶƚůǇ
ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ͘tĞƉƌŽƉŽƐĞĂŵŽĚĞůǁŚĞƌĞͲǀ^'ďŝŶĚƐƚŚĞαĐŚĂŝŶŽĨĂŶĂĚũĂĐĞŶƚD,//͕
ǁŚŝůĞƐƚŝůůďŽƵŶĚƚŽEͲǀ^'͕ƚŚĞůĂƚƚĞƌĂƚƚĂĐŚĞĚƚŽƚŚĞβĐŚĂŝŶ͘/ŶŽƚŚĞƌǁŽƌĚƐ͕ƵŶĂďůĞƚŽ
ƌĞĂĐŚƚŚĞαĐŚĂŝŶŽĨŝƚƐD,//ƉĂƌƚŶĞƌŝŶĐŝƐ͕Ͳǀ^'ŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚĂŶŽƚŚĞƌD,//ŝŶƚƌĂŶƐ͘
dŚŝƐŵŽĚĞůŚŝŐŚůǇ ƌĞƐĞŵďůĞƐ ƚŚĞŵĂŶŶĞƌ ŝŶǁŚŝĐŚ ^ ĐƌŽƐƐůŝŶŬƐD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ ǀŝĂ Ă
ůŽǁĂĨĨŝŶŝƚǇďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞƚŽƚŚĞαĐŚĂŝŶĂŶĚƚŚĞŶͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞŽŶƚŚĞβĐŚĂŝŶ
΀ϵϳ͕ϵϴ΁͘/ŶƚŚĞĐŽŶƚĞǆƚŽĨƚŚĞ^d͕ŽƵƌƌĞƐƵůƚƐƐŚŽǁŝŶŐƚŚĂƚ,ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶƚŽ:ƵƌŬĂƚĐĞůůƐ
[OYL



ŝƐ ŶƵůů ŝŶ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ D,//Ͳ ĂƐ ŽƉƉŽƐĞĚ ƚŽ D,//н ĐĞůů ůŝŶĞƐ ƐƚƌŽŶŐůǇ ƐƵƉƉŽƌƚ ƐƵĐŚ Ă
ŵŽĚĞů ;&ŝŐ͘ ϯͿ͘ /ŶĚĞĞĚ͕ ǁĞ ƐƉĞĐƵůĂƚĞ ƚŚĂƚ ŝŶ ƚŚĞ ĂďƐĞŶĐĞ ŽĨ ƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐ ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐ
ƉD,//Ɛ͕ ďŽƚŚ ǀ^'ϳ ŵŽŝĞƚŝĞƐ ƌĞŵĂŝŶ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ƉĂƌĞŶƚ D,//͕ ďůŽĐŬŝŶŐ ƚŚĞ
ŐƌŽŽǀĞĂŶĚƉƌĞǀĞŶƚŝŶŐ ƚŚĞ dZ ĨƌŽŵƌĞĐŽŐŶŝǌŝŶŐ ƚŚĞ,ͲƉĞƉƚŝĚĞ͘ůƐŽ͕ĂƐĞĂĐŚD,// ŝƐ
ĐŽǀĂůĞŶƚůǇ ůŝŶŬĞĚƚŽǀ^'͕ ŝƚ ŝƐƉŽƐƐŝďůĞƚŚĞͲǀ^'ƉƌĞǀĞŶƚƐĂŶǇĂƉƉƌŽĂĐŚŝŶŐǀ^'ĨƌŽŵ
ĐŽŶƚĂĐƚŝŶŐƚŚĞαĐŚĂŝŶŝŶƚƌĂŶƐ͘/ŶĐŽŶƚƌĂƐƚ͕ŝŶ,ĞůĂ//dĐĞůůƐ͕Ͳǀ^'ϳǁŝůůĨŝŶĚŶƵŵĞƌŽƵƐ
ǀ^'ͲĨƌĞĞĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐD,//α ĐŚĂŝŶƐ ƚŽ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞǁŝƚŚ͕ ĨƌĞĞŝŶŐ ƚŚĞD,//ŵĞŵďƌĂŶĞͲ
ĚŝƐƚĂůƌĞŐŝŽŶĨŽƌƚŚĞ,Ͳϭ͘ϳdZďŝŶĚŝŶŐ͘&ƵƚƵƌĞƐƚƵĚŝĞƐǁŝůůĂĚĚƌĞƐƐƚŚĞďŝŽĐŚĞŵŝĐĂůďĂƐŝƐ
ĨŽƌǀ^'ďŝŶĚŝŶŐƚŽƚǁŽĚŝƐƚŝŶĐƚD,//ŵŽůĞĐƵůĞƐ͘

,ŝŐŚůǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚdZďŝŶĚŝŶŐŵŽƚŝĨŝŶǀ^'Ɛ
KƵƌ ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶĚŝĐĂƚĞ Ă ŵŽƌĞ ŝŶƚƌŝĐĂƚĞ ǀ^'ϳ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ƚŚĂŶ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ
ĂĐŬŶŽǁůĞĚŐĞĚ͘ ǀ^' ƐƚŝŵƵůĂƚŽƌǇ ĂĐƚŝǀŝƚǇ ŝƐ ƉĂŝƌĞĚ ƚŽ ƚŚĞ dZ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ŽĨ Zα͕ Ă
ƐƚƌƵĐƚƵƌĂů ĂƐƉĞĐƚ ƚŚĂƚ ǁŝůů ůŝŬĞůǇŵŽĚƵůĂƚĞ ŝƚƐ ƉŽƚĞŶĐǇ ŝŶ ƚĞƌŵƐ ŽĨ ƚŚĞ ƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ d ĐĞůů
ƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞĂŶĚƚŚĞƐƚƌĞŶŐƚŚŽĨƚŚĞƐŝŐŶĂů͘ĚĚŝƚŝŽŶĂůůǇ͕ǀ^'ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨƐƉĞĐŝĨŝĐdZǀβ
ĞůĞŵĞŶƚƐ ŝƐ ŵĞĚŝĂƚĞĚ ƚŚƌŽƵŐŚ ŝƚƐ ͲƚĞƌŵŝŶĂů ϯϬ Žƌ ƐŽ ŚŝŐŚůǇ ǀĂƌŝĂďůĞ ĂĂ͕ ĐŽŵƉůŝĐĂƚŝŶŐ
ƐƉĞĐƵůĂƚŝŽŶĂƐƚŽŚŽǁƚŚŝƐĨĂŵŝůǇŽĨǀ^'ƐĐŽƵůĚŵĞĚŝĂƚĞƐƵĐŚĂďƌŽĂĚŝŵŵƵŶĞƌĞƐƉŽŶƐĞ
ǁŝƚŚŽƵƚĂ ĐŽŶƐĞƌǀĞĚďŝŶĚŝŶŐ ƐĐŚĞŵĞ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ƚŚĞĐŚĞŵŝĐĂůďĂŝĐĂůŝŶ ;Ϳ͕ ƐŚŽǁŶƚŽ
ďůŽĐŬ'ďŝŶĚŝŶŐƚŽŝƚƐƌĞĐĞƉƚŽƌŝŶƚŚĞŶĞƌǀŽƵƐƐǇƐƚĞŵ͕ĂůƐŽďůŽĐŬĞĚdĐĞůůƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ
ďǇd^^dĂŶĚ^͕ ƐƵŐŐĞƐƚŝŶŐĂĐŽŶƐĞƌǀĞĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵďĞƚǁĞĞŶ ƚŚŽƐĞ ƚǁŽď^'Ɛ͕DDds
ǀ^'ĂŶĚ'ŶĞƵƌŽƚƌĂŶƐŵŝƚƚĞƌůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĞd'yzŵŽƚŝĨ΀ϵϵ͕ϭϬϬ΁͘

ŽŶĐůƵƐŝŽŶ
KƵƌŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƚŚĂƚĐŽŶƐĞƌǀĞĚZαƌĞƐŝĚƵĞƐĂƌĞŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶƚŚĞƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨ
ƚŚĞ ǀ^'ͲƉĞƉƚŝĚĞͲD,// ďǇ ƚŚĞ dZ ƐƵŐŐĞƐƚƐ ƚŚĂƚ d ĐĞůů ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ŝƐ ŝŶĨůƵĞŶĐĞĚ ďǇ ƚŚĞ
ƉŽůǇŵŽƌƉŚŝĐ Zϯβ ƌĞŐŝŽŶ͕ ůŝŶŬĞĚ ƚŽ ƚŚĞ ƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ D,// α ĐŚĂŝŶ͘ dŽ ŽƵƌ



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ŬŶŽǁůĞĚŐĞ͕ƚŚŝƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐĂŶŽǀĞů^'ͲŵĞĚŝĂƚĞĚD,//ͲdZĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ͘ĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽĂ
ƌĞĐĞŶƚ ƐƚƵĚǇ ďǇ EƵƌͲƵƌ ZĂŚŵĂŶ Ğƚ Ăů͘ ƐƵŐŐĞƐƚŝŶŐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ dZ ZϮβ ŝƐ ƚŚĞ ĐƌŝƚŝĐĂů
ĚĞƚĞƌŵŝŶĂŶƚĨŽƌƚŚĞĨƵŶĐƚŝŽŶĂůƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶŽĨď^'Ɛ͕ŝƚŝƐĐůĞĂƌƚŚĂƚƚŚĞƚŽƉŽůŽŐǇŽĨǀ^'
ĚŝĨĨĞƌƐ ĨƌŽŵ ƚŚŽƐĞ ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ĚĞƐĐƌŝďĞĚ ΀ϭϬϭ΁͘ Ɛ ďŽƚŚ ƚŚĞD,// ĂůůĞůĞ ĂŶĚ ĂƐƐŽĐŝĂƚĞĚͲ
ƉĞƉƚŝĚĞ ŝŶĨůƵĞŶĐĞ ƚŚĞ ƉŽƚĞŶƚŝĂů ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ďĞƚǁĞĞŶD,// ĂŶĚ dZ͕ Ă ŐŝǀĞŶ dZ ĐŽƵůĚ
ŽŶůǇƌĞĐŽŐŶŝǌĞĂĨƌĂĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞǀ^'ͲƉD,//ĐŽŵƉůĞǆĞƐ΀ϴϬ΁͘DDdsǀ^'ƐĂƌĞĞǆƉƌĞƐƐĞĚ
ĂƚǀĞƌǇůŽǁĚĞŶƐŝƚǇŽŶƚŚĞĐĞůůƐƵƌĨĂĐĞĂŶĚƐƚŝůůƌĞŵĂŝŶŚŝŐŚůǇƉŽƚĞŶƚdĐĞůůĂĐƚŝǀĂƚŽƌƐ͘dŚŝƐ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ƉĂƚƚĞƌŶ ŝƐ ŽĨ ŐƌĞĂƚ ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ĂƐ ŝƚ ŵŝŵŝĐƐ ƚŚĞ ůŽǁ ĚĞŶƐŝƚǇ ŽĨ ĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶĂů
ĂŶƚŝŐĞŶŝĐƉĞƉƚŝĚĞͲD,//ĐŽŵƉůĞǆĞƐ͕ĐƌŝƚŝĐĂůĨŽƌdĐĞůůĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ΀ϭϬϮ͕ϭϬϯ΁͘

DdZ/>EDd,K^
WůĂƐŵŝĚƐĂŶĚŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐ
dŚĞ ǀ^'ϳ ƐĞƋƵĞŶĐĞ ǁĂƐ ĐŽĚŽŶ ŽƉƚŝŵŝǌĞĚ ƵƐŝŶŐ 'ĞŶĞKƉƚŝŵŝǌĞƌΡ ;/ŶǀŽƚƌŽŐĞŶͿ͘
ƉhͲZα͕ĂŶĚͲZβŚĂǀĞďĞĞŶĚĞƐĐƌŝďĞĚĞůƐĞǁŚĞƌĞ΀ϭϬϰ΁͘>ƵŵĞŶĂůƉŽƌƚŝŽŶƐŽĨZα;ĂĂ
ϭͲϭϵϭͿĂŶĚZβ;ĂĂϭͲϭϵϵͿǁĞƌĞůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĞůƵŵĞŶĂůƉĂƌƚŽĨǀ^'ϳ;ĂĂϲϲϳͲϯϮϮͿŽƌ/ŝ;Ă
ϳϮͲϮϵϳͿ ďǇ ƚŚĞ WZŽǀĞƌůĂƉ ĞǆƚĞŶƐŝŽŶŵĞƚŚŽĚ ΀ϭϬϱ΁͘ dŚĞ ĐŚĂŝŶƐǁĞƌĞ ũŽŝŶĞĚďǇ Ă ƐŵĂůů
ŐůǇĐŝŶĞͲƐĞƌŝŶĞ ůŝŶŬĞƌ ;'ϯͲ^Ͳ'ϯͿ ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ ŝŶ Z ĐŚĂŝŶƐ͕ /ŝ ĂŶĚ ǀ^'ϳ ďǇ ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇ
ŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐ ƉƌŝŵĞƌƐ͘ Zα ŵƵƚĂŶƚƐ͕ ƉĞƉƚŝĚĞͲůŝŶŬĞĚ Zβ ΀ϱϵ΁͕ ,^d͕ ^Δƚ ĂŶĚ
,^dΔƚ ǁĞƌĞ ŐĞŶĞƌĂƚĞĚ ďǇ ƚŚĞ WZ ŽǀĞƌůĂƉ ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ ŵĞƚŚŽĚ ƵƐŝŶŐ ƚŚĞ WŚƵƐŝŽŶ
ƉŽůǇŵĞƌĂƐĞ;EͿ͘dŚĞƌĞƐƵůƚŝŶŐĐEƐǁĞƌĞĐůŽŶĞĚŝŶƚŽƉEϯǀĞĐƚŽƌ;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶ͕Ϳ͘

ŶƚŝďŽĚŝĞƐĂŶĚƌĞĂŐĞŶƚƐ
dŚĞĨŽůůŽǁŝŶŐĂŶƚŝďŽĚŝĞƐǁĞƌĞƵƐĞĚ͗s^ϳ;ŵŽƵƐĞŵŽŶŽĐůŽŶĂůĂŶƚŝďŽĚǇ;ŵďͿ/Ő'ϭ
ƚŽƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂůĞŶĚŽĨDDdsϳ^'Ϳ΀ϭϬϲ΁͕>ͲϮϰϯ;ŵŽƵƐĞ/Ő'ϮĂŵďͿĂŶĚ/^Zϯ;ŵŽƵƐĞ
ŵď/Ő'ϮďͿďŝŶĚĂƐƉĞĐŝĨŝĐZαĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶĂůĞƉŝƚŽƉĞ΀ϲϮ΁͕yϱ;ŵŽƵƐĞ/Ő'ϭŵďƚŽĂ
ůŝŶĞĂƌĞƉŝƚŽƉĞŝŶƚŚĞβϭĚŽŵĂŝŶŽĨĂůůĐůĂƐƐ//ŵŽůĞĐƵůĞƐͿ΀ϰϱ΁͕hϰϱ;ŵŽƵƐĞ/Ő'ϭŵďƚŽ
ƚŚĞ ͲƚĞƌŵŝŶĂů ƉŽƌƚŝŽŶ ŽĨ ŚƵŵĂŶ /ŝͿ ΀ϭϬϳ΁ ĂŶĚ Ğƌ>/W͘ϭ ;ŵŽƵƐĞ /Ő'ϭ ŵď ƚŽ ƚŚĞ EͲ
[OYLLL



ƚĞƌŵŝŶĂů ƉŽƌƚŝŽŶŽĨ>/WͿ ΀ϭϬϴ΁͘ dŚĞĂŶƚŝͲZα ;ƌĂďďŝƚ ĂŶƚŝͲƐĞƌƵŵ ĂŐĂŝŶƐƚ ƚŚĞZα ĐŚĂŝŶͿ
ĂŶĚĂŶƚŝͲZβ;ƌĂďďŝƚĂŶƚŝͲƐĞƌƵŵĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞZβΎϬϭϬϭĐŚĂŝŶƉƵƌŝĨŝĞĚĨƌŽŵ^^ͲW'͖Z͘W͘
^ĠŬĂůǇ͕ ƵŶƉƵďůŝƐŚĞĚͿ͘ dŚĞ ĂŶƚŝͲ^ŵďǁĂƐ Ă ŬŝŶĚ ŐŝĨƚ ŽĨƌt͘DŽƵƌĂĚ ;hŶŝǀĞƌƐŝƚǇ ŽĨ
DŽŶƚƌĞĂůͿ΀ϭϬϵ΁͘^ǁĂƐƉƵƌĐŚĂƐĞĚĨƌŽŵ^ŝŐŵĂůĚƌŝĐŚ;^ƚͲ>ŽƵŝƐ͕DKͿ͘

ĞůůůŝŶĞƐĂŶĚƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶƐ
,ƵŵĂŶĞƉŝƚŚĞůŝĂů,<Ϯϵϯd͕,Ğ>ĂD͘ϱĂŶĚ,Ğ>Ă//dĐĞůůƐ΀ϯϭ΁͕ĂŶĚŵƵƌŝŶĞW
ĐĞůůƐǁĞƌĞĐƵůƚƵƌĞ ŝŶDD;tŝƐĞŶƚ͕ĂŶĂĚĂͿǁŝƚŚϱй ĨĞƚĂůďŽǀŝŶĞ ƐĞƌƵŵ ;&^͖tŝƐĞŶƚͿ
ǁŚŝůĞ<ŵůƐ͘ϭϯ͘ϭϭĂŶĚ<ŵůƐϭϮ͘ϲdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ΀ϴϲ΁ǁĞƌĞĐƵůƚƵƌĞĚŝŶDDǁŝƚŚϭϬй
&^͘d>>ͲϮ;dd/ͲϮϭϰ͖ŵĞƌŝĐĂŶdǇƉĞƵůƚƵƌĞŽůůĞĐƚŝŽŶͿĂŶĚ,ϭ͘ϳdZн:ƵƌŬĂƚĐĞůů
ůŝŶĞ͕ ,ϳϭϳ ΀ϱϯ΁͕ǁĞƌĞ ĐƵůƚƵƌĞĚ ŝŶ ZWD/ ;tŝƐĞŶƚ͕ ĂŶĂĚĂͿǁŝƚŚ ϭϬй &^ ĂŶĚ ϰμDŽĨ
βͲŵĞƌĐĂƉƚŽĞƚŚĂŶŽů͘,Ğ>ĂĂŶĚWĐĞůůƐǁĞƌĞ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚǁŝƚŚ ƚŚĞ ĨƵƐŝŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐƵƐŝŶŐ
ůŝƉŽĨĞĐƚĂŵŝŶĞ>dyƌĞĂŐĞŶƚ ;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶͿĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽ ƚŚĞŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌ͛Ɛ ŝŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶƐ͘dŚĞ
ĐĞůůƐ ǁĞƌĞ ƐĞůĞĐƚĞĚ ĨŽƌ ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ ĂŐĂŝŶƐƚ ŐĞŶĞƚŝĐŝŶ ;ϱϬϬμŐͬŵ>͖tŝƐĞŶƚͿ ĂŶĚ ƐŽƌƚĞĚ ďǇ
ĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ͕ƵƐŝŶŐĂ&^sĂŶƚĂŐĞ^;Ϳ͘,<ϮϵϯdĐĞůůƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞ
ĐĂůĐŝƵŵƉŚŽƐƉŚĂƚĞŵĞƚŚŽĚĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ΀ϭϭϬ΁ƵƐŝŶŐϴʅŐŽĨƉůĂƐŵŝĚE͘ĞůůƐ
ǁĞƌĞŚĂƌǀĞƐƚĞĚĂŶĚĂŶĂůǇǌĞĚϰϴŚƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ͘

&ůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇ
ĞůůƐ ǁĞƌĞ ŝŶĐƵďĂƚĞĚ ŝŶ W^ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ƉƌŝŵĂƌǇ ď ĨŽƌ ϯϬ ŵŝŶ ŽŶ ŝĐĞ͘ ĞůůƐ ǁĞƌĞ
ǁĂƐŚĞĚƚǁŝĐĞǁŝƚŚW^ĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚĂĨƵƌƚŚĞƌϯϬŵŝŶǁŝƚŚƚŚĞůĞǆĂĨůƵŽƌͲϰϴϴͲĐŽƵƉůĞĚ
ŐŽĂƚĂŶƚŝͲŵŽƵƐĞ/Ő'ď;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶͿĨŽƌϯϬŵŝŶŽŶŝĐĞ͘ĨƚĞƌƚǁŽŵŽƌĞǁĂƐŚĞƐ͕ĐĞůůƐǁĞƌĞ
ĂŶĂůǇǌĞĚďǇĨůŽǁĐǇƚŽŵĞƚƌǇƵƐŝŶŐĂ&^ĐĂůŝďƵƌ;ďŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐͿ͘ůƚĞƌŶĂƚŝǀĞůǇ͕ĐĞůůƐǁĞƌĞ
ŝŶĐƵďĂƚĞĚĨŽƌϭŚǁŝƚŚ^ŽŶŝĐĞĂŶĚǁĂƐŚĞĚƚǁŝĐĞǁŝƚŚW^ƉƌŝŽƌƚŽƚŚĞĂĚĚŝƚŝŽŶŽĨďƐ͘



[OL[
/ŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ƐƚĂŝŶŝŶŐƐ ǁĞƌĞ ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ĂƐ ŵĞŶƚŝŽŶĞĚ ŽŶ ĨŝǆĞĚ͕ ƉĞƌŵĞĂďŝůŝǌĞĚ ĐĞůůƐ ;ϰй
ƉĂƌĂĨŽƌŵĂůĚĞŚǇĚĞ͕Ϭ͘ϬϱйƐĂƉŽŶŝŶͿ͘

dĐĞůůƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶĂƐƐĂǇƐ
ǀ^'ϳͲĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐ WƐ ǁĞƌĞ ĐŽͲĐƵůƚƵƌĞĚ Ăƚ Ă ϭ͗ϭ ƌĂƚŝŽ ǁŝƚŚ ϱǆϭϬϰ d ĐĞůů
ŚǇďƌŝĚŽŵĂƐ ĨŽƌ ϭϴŚ Ăƚ ϯϳq͘ />ͲϮ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ǁĂƐ ĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ ďǇ ƚŚĞ ĂďŝůŝƚǇ ŽĨ ƚŚĞ ĐŽͲ
ĐƵůƚƵƌĞ ƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚ ƚŽ ƐƵƐƚĂŝŶ ƚŚĞ ƉƌŽůŝĨĞƌĂƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ />ͲϮͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ d ĐĞůů ůŝŶĞ d>>ͲϮ
ĂŶĚ ŵĞĂƐƵƌĞĚ ďǇ ΀ϯ,΁ƚŚǇŵŝĚŝŶĞ ŝŶĐŽƌƉŽƌĂƚŝŽŶ ;ϰϳͿ͘ &Žƌ ŝŶĚŝƌĞĐƚ ƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ͕ W
;ĚŽŶŽƌƐͿǁĞƌĞĐŽͲĐƵůƚƵƌĞĚǁŝƚŚ:ĐĞůůƐ;ĂĐĐĞƉƚŽƌƐͿĂŶĚƌĞƐƉŽŶĚĞƌdĐĞůůŚǇďƌŝĚŽŵĂƐĂƚ
ĂƌĂƚŝŽŽĨϭ͗ϭ͗ϭ͘

/ŵŵƵŶŽďůŽƚ
^ƚĂďůĞŽƌƚƌĂŶƐĨĞĐƚĞĚĐĞůůƐǁĞƌĞůǇƐĞĚĨŽƌϯϬŵŝŶŽŶŝĐĞĂƚĂĚĞŶƐŝƚǇŽĨϮǆϭϬϳĐĞůůƐ
ƉĞƌ ŵ> ŝŶ ϭй ;ǀͬǀͿ dƌŝƚŽŶ yͲϭϬϬ ŝŶ ůǇƐŝƐ ďƵĨĨĞƌ ;ϮϬ ŵD dƌŝƐͲ,ů͕ ϭϱϬ ŵD EĂůͿ ĂŶĚ
ŽŵƉůĞƚĞWƌŽƚĞĂƐĞ/ŶŚŝďŝƚŽƌ;ZŽĐŚĞͿ͘,ĞĂƚĞĚ;ϲϱqͿŽƌďŽŝůĞĚƚŽƚĂůƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƚƐǁĞƌĞ
ƚŚĞŶ ƐĞƉĂƌĂƚĞĚ ďǇ ^^ͲW' ;ϭϬ йͿ ƵŶĚĞƌ ƌĞĚƵĐŝŶŐ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͕ ƵŶůĞƐƐ ŵĞŶƚŝŽŶĞĚ
ŽƚŚĞƌǁŝƐĞ͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚƚŽ,ǇďŽŶĚͲ>ŶŝƚƌŽĐĞůůƵůŽƐĞŵĞŵďƌĂŶĞ;ŵĞƌƐŚĂŵ
ŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐͿ͘DĞŵďƌĂŶĞƐǁĞƌĞďůŽĐŬĞĚĨŽƌϭŚǁŝƚŚϱй;ǁͬǀͿĚƌǇŵŝůŬŝŶd^Ͳd;d^ǁŝƚŚ
Ϭ͘ϭй ;ǀͬǀͿ dǁĞĞŶΠ ϮϬͿ͘ dŚĞ ĨŽůůŽǁŝŶŐ ƐƚĞƉƐǁĞƌĞ ĂůƐŽ ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ŝŶ d^ͲdǁŝƚŚ ϱй ĚƌǇ
ŵŝůŬ͘ WƌŝŵĂƌǇ ĂŶƚŝďŽĚǇ ƚŽ Zα͕ Zβ ĂŶĚ ǀ^'ϳ ǁĞƌĞ ŝŶĐƵďĂƚĞĚ ĨŽƌ ϭ Ś Ăƚ ƌŽŽŵ
ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ͘DĞŵďƌĂŶĞƐǁĞƌĞǁĂƐŚĞĚƚŚƌĞĞƚŝŵĞƐĨŽƌϭϬŵŝŶĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚĨŽƌϭŚǁŝƚŚ
,ZWͲĐŽŶũƵŐĂƚĞĚƐĞĐŽŶĚĂƌǇĂŶƚŝďŽĚŝĞƐ;/KͬE^ĐŝĞŶƚŝĨŝĐͿĨŽůůŽǁĞĚďǇƚŚƌĞĞŵŽƌĞϭϬͲŵŝŶ
ǁĂƐŚĞƐ͘ĂŶĚƐǁĞƌĞǀŝƐƵĂůŝǌĞĚďǇƚŚĞDŚĞŵŝůƵŵŝŶĞƐĐĞŶĐĞůŽƚƚŝŶŐ^ƵďƐƚƌĂƚĞ;ZŽĐŚĞͿ͘
&ŽƌĞŶĚŽ,ƐĞŶƐŝƚŝǀŝƚǇ͕ϱϬϬhŽĨĞŶĚŽŐůǇĐŽƐŝĚĂƐĞ,;EͿǁĞƌĞĂĚĚĞĚƚŽƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƚ
ĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚĨŽƌϭŚĂƚϯϳq͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞĂŶĂůǇǌĞĚŽŶ^^ͲW'ĂƐĂďŽǀĞ͘


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